





Weitere Untersuchungen iiber die Bindung 
der Serumkolloide mittels fiir Eiwei6 durchlissiger Ultrafilter. 


Il. Mitteilung: 


a) Bindung des Gallenfarbstoffes, b) Bindung der Lipochrome, ¢) Bindung 
von Cholesterin und Lecithin, d) Bindung der luetischen Antikérper. 


Von 
W. M. Bendien und I. Snapper (Amsterdam). 


(Aus dem Pathologischen Laboratorium der Gemeinde-Universitat, 
Amsterdam.) 


(Eingegangen am 7. Mdrz 1933.) 


In einer friiheren Mitteilung (1) wurde eine Methode angegeben 
zur Herstellung von Kollodiumhiilsen, welche bei der Ultrafiltration von 
Serum wechselnde Mengen Proteine durchlassen. Mit Hilfe dieser Ultra- 
filtrationshiilsen haben wir den _ kolloidalen Bindungszustand oben- 
genannter Serumsubstanzen untersucht. 


a) Die Bindung des Gallenfarbstoffes (5). 

Das Bilirubin des Serums ist nicht ultrafiltrabel; denn bei der Ultra- 
filtration durch Membranen, welche kein EiweiB8 durchlassen, erhilt 
man selbst bei stark ikterischem Serum ein ungefarbtes Ultrafiltrat 
[ Torraie und Sivo (2)]. Dies gilt sowohl fiir Sera, welche eine direkte, 
wie auch fir diejenigen, welche eine indirekte Reaktion nach 
Hijmans v.d. Bergh ergeben. Sobald jedoch EiweiB in das Ultrafiltrat 
iibergeht, sind die Ultrafiltrate gelb gefairbt, und es ergab sich, daB 
mit stark ikterischen Sera auch immer stark gefarbte, eiweiBbhaltige 
Ultrafiltrate erhalten wurden. Diese Tatsache deutet schon darauf hin, 
daB das Bilirubin an einen Teil der Serumeiweistoffe gebunden ist. 

Mehrere Untersucher haben gemeint, der Unterschied zwischen 
der direkten und der indirekten Reaktion Hijmans v. d. Berghs kénne 
in Zusammenhang gebracht werden mit dem Albumin-Globulinquo- 
tienten des Serums (3). Da nun bei der Ultrafiltration durch Mem- 
branen, die kleine Mengen Eiweif} durchlassen, das Verhaltnis Albumin 
Globulin in dem Ultrafiltrat viel héher ist als im urspriinglichen Serum, 
mute untersucht werden, ob in den eiweibhaltigen Ultrafiltraten 
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eine direkte Reaktion nach Hijmans v.d. Bergh vielleicht in eine in- 
direkte umgewandelt sei oder umgekehrt. Indessen fanden wir, daB 
in eiweiBhaltigen Ultrafiltraten von Sera, die eine indirekte Reaktion 
nach Hijmans v. d. Bergh aufwiesen, ebenfalls eine indirekte Reaktion 
zu finden war, waihrend bei Serum mit einer direkten Reaktion nach 
Hijmans v.d. Bergh auch die eiweibhaltigen Ultrafiltrate eine direkte 
Reaktion zeigten: Doch waren in diesen eiweiBhaltigen Ultrafiltraten 
die Quotienten Albumin/Globulin viel gréBer als in den urspriinglichen 
Sera. 

1930 hat Bennhold (4) mittels Kataphoreseversuchen auf elegante 
Weise zeigen kénnen, daB der Gallenfarbstoff des Serums an Albumin 
gebunden ist, ungeachtet, ob die Reaktion direkt oder indirekt ist. 
Wir haben diese Resultate vollkommen bestatigen kénnen [Acta Brevia 
Neerl. (5)]. Hierzu gingen wir denselben Weg wie bei der Untersuchung 
iiber die Bindung des Calciums im Blutserum (1). In eiweiBhaltigen 
Ultrafiltraten von ikterischem Serum wurde also die Konzentration 
des Bilirubins verglichen mit der Konzentration des Albumins und des 


Globulins. 
Tabelle I. 





Eiweibhaltiges 








—— Ultratiltrat ~~ 

Diagnose © R -| £ & Z co |. a = =e = i 

Ed E = 1 om = = £25 4 

Lebercirrhose (direkt)... 74.0 38,7, 353 1 #17 | 24 9 2000 — 

Hamolytischer Ikterus (indirekt) 85,7 59,8'259 1 10 '12 4 10 || 11 

Stauungsleber (direkt) . . . . 74,6365 381 1 17 27 a, 25 26 

Lebercirrhose (direkt). . . . . 68,8 36,7 321 1 13 17 15 | 17 
Himatoporphyrinurie . . .. . 73447,6 258 1 22 29 1 25 | - 

leterus catarrhalis (direkt) . . 76.6 44,3 323 1 26 382 18 29 +33 

Tumor hepatis (direkt) . . 78,0 39,0 39,0 1 (24 31 16 27 — 

Hamolytischer Ikterus (indirekt) 724488 236 1 18 24 8 20 = =25 

Icterus catarrhalis (direkt) . . 65,5 34,0 31,5 1 22 31 13 25 «380 


In Tabelle I findet man in den letzten fiinf Spalten angegeben, 
wieviel Prozent des totalen EiweiBgehaltes, des Albumingehaltes, 
des Globulingehaltes und des Bilirubingehaltes des Serums in dem eiweib- 
haltigen Ultrafiltrat wiedergefunden werden konnten. Das Bilirubin 
wurde bestimmt nach der Reaktion von Hijmans v.d. Bergh. Diese 
letzten fiint Spalten enthalten also nur die relativen Konzentrationen 
der genannten Bestandteile in bezug auf die Konzentration, welche 
im Serum vorkommt. Aus dem Vergleich der Spalte C mit Spalte D 
ist wohl ersichtlich, daB die Bindung des Bilirubins an das Globulin 
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allein als ausgeschlossen betrachtet werden mub, denn stets ist wenig- 
stens ebensoviel Bilirubin durchgegangen, wie mit der Menge Total- 
eiweiB iibereinstimmt, die durchgegangen ist. Schwieriger jedoch ist 
es festzustellen, ob das Bilirubin gleichmaBig an Albumin und Globulin 
gebunden ist, oder aber, ob es ausschlieBlich an Albumin gebunden ist. 

Fir den Vergleich der Bilirubinkonzentration des Ultrafiltrats 
mit der des Serums haben wir nicht nur die ‘ndirekte Diazoreaktion 
von Hijmans v.d. Bergh benutzt (Spalte D), denn der Gehalt an Gallen- 
farbstoff des Ultrafiltrats kann fiir unseren Zweck besser durch direkten 
Vergleich der gelben Farbe des Ultrafiltrats mit der des Serums bestimmt 
werden. Diese letzte Methode gibt immer héhere Zahlen fiir den Gallen- 
farbstoff des Ultrafiltrats, als wenn die indirekte Reaktion von Hijmans 
vd. Bergh fiir den Vergleich des Bilirubingehaltes des Serums mit dem 
des Ultrafiltrats benutzt wird. Dieser Unterschied wird nicht von der 
Diazoreaktion als solcher verursacht, denn vergleicht man die gelbe 
Farbe des Alkoholfiltrats des Serums mit der Farbe des Alkoholfiltrats 
des Ultrafiltrats, dann bekommt man dieselben niedrigen Werte, als 
wenn man die Reaktion von Hijmans v.d. Bergh benutzt. Der Unter- 
schied zuungunsten des Ultrafiltrats entsteht also bei der Alkohol- 
fillung. Offenbar hangt diese Erscheinung zusammen mit einer Ad- 
sorption des Bilirubins an die EiweiBfallung. Die Ursache hierfiir muB 
gefunden werden in der Tatsache, daB das Bilirubin an das Albumin 
des Serums gebunden ist: weil nun die Eiweibfillung im Ultrafiltrat 
relativ mehr Albumin enthalt als die EiweiBfallung des Serums, wird 
mehr Bilirubin bei der Fallung des Ultrafiltrats mitgeschleppt. In 
Chereinstimmung hiermit ergibt sich, daB auch, wenn der Eiweib- 
niederschlag des Serums fast ungefarbt ist, die Fallung im Ultrafiltrat 
immer eine gelbe oder braune Farbe hat. 

Vollstandigkeitshalber bemerken wir noch, dali das Serum fiir diesen 
Versuch vor dem Alkoholzusatz immer dreimal verdiinnt wurde, damit 
die Eiwei®Bfallung im Serum und im eiweiBbhaltigen Ultrafiltrat gleich groB 
witd.. Hieraus ergibt sich also, da®B die Adsorption des Bilirubins von der 
Qualitat und nicht von der Quantitat der Eiweibbfallung abhangig ist. 

Lipochrome kénnen in dieser Hinsicht nicht st6rend gewirkt haben, 
denn die fiir diese Versuche benutzten Sera waren lipochromarm. Dazu 
kommt noch, dab, wie aus dem folgenden Aufsatz hervorgeht, die Lipo- 
chrome erst dann die Ultrafiltrationsmembran passieren, wenn sehr viel 
Globuline hindurchgehen kénnen. 

Wenn man nun die Farbe des Serums mit der des Ultrafiltrates direkt 
vergleicht und nicht allzu durchlassige Membranen benutzt, kann man leicht 
nachweisen, daB der Gallenfarbstoff tatsachlich an Albumin gebunden ist. 
Im Fall 6, Tabelle I, ergibt sich z. B., daB 33°, des gelben Farbstoffes durch- 
gegangen sind, wahrend 32% des Albumins die Hiilse passiert haben. In 
derselben Weise zeigen alle Fille, die in Spalte Bound E der Tabelle | 
wiedergegeben sind, eine vortreffliche Ubereinstimmung zwischen Alburnin- 
und Bilirubinkonzentration des Ultrafiltrates. 
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Bei starker durchlassigen Membranen mu mit der Adsorption 
des Bilirubins an der Membran gerechnet werden. 

Um aber der Komplikation der Adsorption des Bilirubins an die 
Kollodiummembran zu entgehen, ist es wichtig, nicht allzu durchlassige 
Membranen fiir diese Versuche zu benutzen. In allen Fallen von 
Tabelle I war die Proteinkonzentration im Ultrafiltrat niemals héher 
als ein Viertel von der Serumkonzentration. In diesen Fallen war die 
Adsorption an der Membran nur sehr gering, und der Vergleich der Werte 
der Spalte B mit der Spalte D und vor allem E macht eine ausschlieBliche 
Bindung des Bilirubins an Albumin duferst wahrscheinlich. Diese Fest- 
stellung gilt also sowohl fiir die ikterischen Sera mit direkter als fiir 
diejenigen mit indirekter Reaktion von Hijmans v. d. Bergh. 


b) Uber die Bindung der Lipochrome des Serums (5). 


Die gelbe Farbe, die man bei so vielen tierischen Sera antrifft, 
wird nicht in allen Fallen durch das Vorhandensein von Bilirubin ver- 
ursacht. Bei dem menschlichen Serum verursachen teilweise Gallen- 
farbstoff, teilweise Lipochrome die gelbe Farbe. Im Pferdeserum ist 
gewohnlich allein Bilirubin vorhanden, wahrend in vielen Fallen die 
gelbe Farbe des Rinderserums nur durch Lipochrome verursacht wird. 
Letzteres gilt insbesondere fiir das Hiihnerserum, das sehr reich an Lipo- 
chromen ist. 

Es ist einfach, bei Menschen quantitativ das Lipochrom neben 
dem Bilirubin zu bestimmen (6). Indessen bleibt festzustellen, an 
welchen Teil der Kolloide das Lipochrom gebunden ist, denn es zeigt 
sich, daB, wenn man ein echtes Ultrafiltrat des Serums herstellt, keine 
Spur des Lipochroms die Membran passiert. Um die eben erwahnte 
Frage zu beantworten, stellten wir eiweiBhaltige Ultrafiltrate von 
lipochromreichen Sera her. Es ergab sich hierbei, daB im Gegensatz 
zu den ikterischen Sera diese Ultrafiltrate immer nur schwach gefarbt 
waren. 

Serum 1. Zusammensetzung: TotaleiweiB 61,6°/5, Albumin 38,4°/o5 
Globulin 23,2 ° og. 

Zusammensetzung des Ultrafiltrates: 32% des gesamten EiweiBes, 
41°, der Albumine und 18 % der Globuline, die im Serum vorhanden waren, 
konnten im Ultrafiltrat zuriickgefunden werden. Das Ultrafiltrat zeigte 
eine schwache gelbe Farbung. Diese gelbe Farbe des Ultrafiltrats betrug 
nur 18%, der Farbe des Serums. Bei der Ausfiihrung der Reaktionen zeigte 
es sich, daB die gelbe Farbe ausschlieBlich durch den Gallenfarbstoff, welcher 
in dem Serum auch vorhanden war, verursacht wurde. Lipochrom kam 
in dem Ultrafiltrat nur in Spuren vor, obwohl in dem Serum sich eine 
groBe Menge Lipochrom neben einer kleinen Menge Bilirubin vorfand. 


Serum 2. Zusammensetzung: TotaleiweiB 72.39), Albumin 43,5° /o, 
Globulin 23,2 ° /g. 
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Zusammensetzung des Ultrafiltrats: 51% des Gesamteiweibgehalts, 
62° der Albumine und 41°, der Globuline, welche im Serum vorhanden 
waren, konnten im Ultrafiltrat zuriickgefunden werden. Das Ultrafiltrat 
war nur schwach gelb gefarbt. Diese gelbe Farbe des Ultrafiltrats betrug 
nur 14% der Farbe des Serums und wurde nur durch Gallenfarbstpff 
verursacht. Carotin kam in dem Ultrafiltrat nur spurenweise vor (héchstens 
4% der Konzentration des Serums), obgleich in dem Serum eine groBe 
Menge Lipochrom neben einer kleinen Menge Bilirubin anwesend war. 

Serum 3 (Hiihnerserum).  Zusammensetzung: TotaleiweifB 50,8°,,,. 
Albumin 23,9°/ 9, Globulin 27,0° ‘9. 

Zusammensetzung des Ultrafiltrats: 12°, des GesamteiweiBes, 20°, 
der Albumine und 6%, der Globuline. welche in dem Serum vorhanden 
waren, konnten in dem Ultrafiltrat zuriickgefunden werden. Das Ultra- 
filtrat dieses durch Lipochrom sehr stark pigmentierten Serums erwies 


©, von derjenigen des 


sich als nahezu ungefarbt: Die Farbe betrug nur 2 
Serums. 

Serum 4. Zusammensetzung: TotaleiweiB 55,6° 9, Albumin 25,7° 
Globulin 29,9° jog. 

Zusammensetzung des Ultrafiltrats: 37°, des Gesamteiweibes, 48°, 
der Albumine und 29% der Globuline, die in diesem lipochromreichen 
Serum vorhanden waren, konntenin dem Ultrafiltrat zuriickgefunden werden, 
wahrend im Ultrafiltrat kein Lipochrom vorhanden war. In diesem letzten 
Fall haben wir nach Beendigung der Ultrafiltration die Kolloidummembran 
ausgewaschen und darauf mit Ather extrahiert. Es ergab sich, daB in dem 
aitherischen Extrakt der Ultrafiltrationsmembran wohl Lipochrom  vor- 
handen war, doch betrug die Konzentration dieses adsorbierten Lipochroms 
nur 7% der Carotinkonzentration des Serums. Vergleicht man diesen 
Wert von 7% mit den 48° Albumin und auch mit den 29°, Globulin, 
welche die ultrafiltrierende Membran passiert haben, dann ergibt sich die 


oo 


SchluBfolgerung : 

Eine Bindung des Lipochroms des Serums an das Albumin oder 
an das Globulin als Ganzes muB als ausgeschlossen betrachtet werden. 
Auch eine Bindung des Serumlipochroms an der ganzen Euglobulin- 
fraktion ist unwahrscheinlich. 

Beim letztgenannten Serum 4 betrug der Euglobulingehalt des Serums 
8.2°/49; in dem eiweiBhaltigen Ultrafiltrat wurden 16° des Euglobulins 
des Serums wiedergefunden. Auch dieser Wert ist also noch zweimal so 
groB als der des adsorbierten Lipochroms. 


e) Uber die Bindung des Cholesterins und des Lecithins des Serums (5). 


In einer Anzahl Faille verglichen wir den Cholesterin- und den 
Lecithingehalt des Serums mit dem Cholesterin- und dem Lecithingehalt 
der eiweiBhaltigen Ultrafiltrate, wobei ebenso wie in den vorigen Unter- 
suchungsreihen der Konzentration der verschiedenen Proteine sowohl 
in dem Serum wie in dem eiweiBhaltigen Ultrafiltrat Rechnung getragen 
wurde. Es ergab sich schon bald, daB zwischen dem Verhalten dieser 
Lipoide und dem der Lipochrome in bezug auf die ultrafiltrierenden 


Membranen groBe Ubereinstimmung besteht. Auch Cholesterin und 
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Lecithin passieren Ultrafiltrationsmembranen sehr schwer. Die Poren 
der Membran miissen schon sehr weit sein, damit diese Lipoide in den 
Ultrafiltraten erscheinen kénnen. Hierzu ist es also nétig, sehr eiweiB- 
reiche Ultrafiltrate herzustellen, in denen 50 bis 90°, des totalen Serum- 
eiweibes vorhanden sein miissen. 

In den folgenden Tabellen sind die EiweiBkonzentrationen des Serums 
stets in Promille angegeben, der Cholesterin- und Lecithingehalt Jedoch in 
Milligrammprozent. Fir die Konzentrationen, welche im Ultrafiltrat 
angegeben werden, gilt, daB immer mitgeteilt wird. wieviel Prozent der 
Substanzen des Serums im eiweibhaltigen Ultrafiltrat vorhanden waren. 

Aus den beiden Tabellen IT und III geht hervor. daB es méglich 
ist, Ultrafiltrate herzustellen, die ziemlich viel Eiweif enthalten, und 
welche, praktisch gesprochen, doch fast lipoidfrei sind. Wichtig sind 
in dieser Hinsicht die Falle 1, 3 und 11 der Tabelle IT. In diesen drei 
Fallen konnte kein Cholesterin in dem eiweiBhaltigen Ultrafiltrat nach- 
gewiesen werden, obgleich 20, 29 und 24°, des gesamten EiweibBes 


Tabelle II. 








Serum Ultrafiltrat 

Diagnose 5 : cS 3 EB Ed = F = ; 
sie \eiei2 gia 8 Fi3 
1/7 ,;F igi a) é ais 

& = S 
0'g 0 0 . 0 0 0 ) 
Amyloidose ..... . 65,1 49,4 21,5 59 140 20 25 11 0 0 
Diabetes + T.B.C.. . . 66,7 43,5 232 — — 535 63 41 — 7 
Myxédem ...... . 71,2,43,5 27,7. 7,1 400' 29 37 18 Spur 0 
- ~ +e... - | 01,2 | 43,5 | 27,7 | 7,1; 400) 80 | 88 | 64 | 50 20 
Hypertension. . . . . . 78,1 50,38 27,8 7,6 490 45 50 38 25 8 
Maligne Sklerose . . . . 65,5 38,2 27,3 6,6 250, 96 97 96 96 = 5D 
» m .... 78,4 47,2 262 6,0 300'63 71 50 389 10 
Hypertension + Diabetes 73,8 47,9 25,9 5,8 240 46 53 34 23 7 
Hypertension. . . . . . 67,2 48,4 23,8 63 240 46 51 36 25 8 
Maligne Sklerose .. . 76,5 50,0 265 6,8 300 43 49 32 22 8 
Lues ....... . . || 78,3/ 49,2 291) 7,4) 220) 24 | 31 11 ‘Spur 49 
- 74,8 47,1 27,7 68 210 53 59 44 36 5 
“ 69,5 36,4 33,1 7,7 180 78 82 76 TH 25 
85,8 38,1 47,7 20.1 175 45 57 36 24 9 


in dem Ultrafiltrat zuriickzufinden waren. Aus diesen drei Versuchen, 
wo 11, 18 und 11°, der urspriinglich in dem Serum vorhandenen Glo- 
bulinkonzentration im Ultrafiltrat zuriickgefunden werden, ist bereits 
zu schlieBen, daB das Cholesterin nicht gleichmaBig an das Globulin 
gebunden sein kann. Auch in allen anderen Fallen, in denen sich etwas 
Cholesterin oder Lecithin in dem eiweiBhaltigen Ultrafiltrat nachweisen 
lieB, zeigte es sich stets, daB viel weniger dieser Lipoide vorhanden war, 
als mit der Globulinkonzentration iibereinstimmte. 
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‘abelle IIT. 





Serum Ultratiltrat 


Diagnose 


Globulin 
Lecithin 
Totaleiweif 
Albumin 
Globulin 
Euglobulin 
Lecithin 


Totaleiweil 
Albumin 
Euglobulin 


° 


Hypertension + T.B.. . 73,8 47,9 25,9 58 250 46 53 34 23 s 


Hypertension. . . . . . 67,2 43,4 23.8 63 220 46 51 36 25 10 
Maligne Sklerose . . . . 76,5 50,0 26.5 68 250 43 49 32 22 10 
Hypertension. . . . . . 69,3 46,0 36,3 66 220 40 47 28 21 10 


Auf Grund dessen kann man eine gleichmaBige Bindung der Lipoide 
an das Albumin oder das Globulin als ausgeschlossen betrachten. 
Indessen hat diese Frage noch einige andere Seiten, welche besonders 
beleuchtet werden miissen. 

An erster Stelle kénnten betrachtliche Mengen Cholesterin an die 
Membran adsorbiert werden. Zur Beantwortung dieser Frage haben wir 
einige Male das Ultrafilter nach Beendigung der Ultrafiltration griindlich 
mit Wasser ausgewaschen, dann mit Sand gemahlen und das gemahlene 
Produkt mit Alkohol extrahiert. In diesem alkoholischen Extrakt wurde 
das Cholesterin auf die tibliche Weise bestimmt. 


Tabelle IV. 








Serum Ultratiltrat 
a ye : - 
ea = =e « slelsiacs | 2 leet 
z = Ss = = |] z = = Bh s © ae 
Diagnose z ot = ° 2 Ss = & Ss = < ai £2 
Sif \i2/)/2ig is i 2\2i2|s2| 3 |\ei ss 
Ed = = 3 uM o eo 4/0 | =e 8 £35 
= < c = s = = _ S | << 
-_ 2 = Oo ss 
is & » 
[> 0 0 0/5 0 0 0 0 ¢ 
Po... . . . 70,0 46,0'24,0 17,5 65 180 31 |37 18 + 24 Spur!) 0 Spur 


Spur 
Hypertension 78.5 46,2 32,3 20,0 11.3 160 50 61 36 43 26 8 6 


14 
Schrumpfniere 64.8 38.2 26,6 19.1 7.5 270 55 68 36 40 24 8 7 
15 
Lues .... 77,6 39,4 38.2 25.9'12,3 182 44 56 31 34:24:15 5 
—~— 


Lebercirrhose 81,7 33,2 48.5 28,6 19.9 133 60 70 54 64 40 18 16 


Aus dieser Tabelle ist ersichtlich, daB in der Tat gew6hnlich eine 
kleine Adsorption des Cholesterins des Serums wahrend der Ultra- 
filtration an die Membran stattfindet. Zahlt man jedoch die ad- 
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sorbierte Menge Cholesterin zu der Menge Cholesterin, welche in dem 
eiweiBhaltigen Ultrafiltrat gefunden wird, dann zeigt es sich, daB diese 
Totalwerte des Cholesterins weit unter der Konzentration des Globulins 
bleiben, welche in dem Ultrafiltrat zuriickgefunden wird. In dieser 
Hinsicht darf besonders Fall 1 der Tabelle LV genannt werden, wobei 
18°,, des Globulins des Serums in dem eiweiBhaltigen Ultrafiltrat 
zurickzufinden waren: hier konnte jedoch kein Cholesterin in dem Ultra- 
filtrat nachgewiesen werden, ebensowenig war Cholesterin an die Mem- 
bran adsorbiert. Die Bestimmung der Menge adsorbierten Cholesterins 
kann also die SchluBfolgerung, daB eine gleichmaBige Bindung des 
Cholesterins an Albumin oder Globulin unméglich ist, nicht verandern. 
Wir haben hier auch festgestellt, daB das adsorbierte Cholesterin in 
der Tat von der Menge Serum herriihrt, welche die Membran passiert hat. 
Zu diesem Zweck wurden zwei Ultrafilter von derselben Durchlassigkeit 
hergestellt ; von demselben Serum filtrierten wir durch die eine Membran 
leem, durch die zweite 7 ccm. Tatsachlich zeigte es sich nach Beendigung 
des Filtrierens, daB an dem zweiten Filter siebenmal soviel Cholesterin 
adsorbiert war als an dem ersten. Will man also nach Beendigung einer 
Ultrafiltration die Adsorption an die Membran messen, dann hat man die 
Membran mit ebensoviel Kubikzentimeter Extraktionsfliissigkeit zu be- 
handeln, als Kubikzentimeter Serum durch die Membran durchfiltriert sind. 
Inzwischen muB man mit der Méglichkeit rechnen, daB genannte 
Stoffe an eine Teilfraktion der Globuline gebunden sind (7) (8). 
Wiirden alle Globuline eine Einheit bilden (9), dann miBten wir 
aus Fall 1, 3 und 1] der Tabelle II schlieBen, daB eine Bindung zwischen 
Globulin und Cholesterin ausgeschlossen sei. Wir meinen jedoch, 
daB wenigstens das Euglobulin einen besonderen, gut gekennzeichneten 
Teil des Globulins bildet. Es wird bei geringer Salzkonzentration schon 
ausgefallt und passiert, wie sich bei unseren Versuchen herausstellte, 
die fiir EiweiB durchlassigen Membranen schwerer als das Pseudoglobulin. 
Bei ‘steigender Permeabilitaét einer Membran passiert zuerst Albumin, 
dem sich schon bald Pseudoglobulin anschlieBt. Nur wenn die Poren 
sehr weit sind, erscheint auch Euglobulin im Ultrafiltrat. Nun folgt 
aus Fall 1, 3 und 11 der Tabelle II, ebenso wie aus Fall 1 der Tabelle IV, 
daB eine Bindung von Cholesterin an Pseudoglobulin ausgeschlossen 
ist. Denn in den genannten Fallen war in dem Ultrafiltrat kein Euglobulin 
vorhanden, wohl aber schon ziemlich viel Pseudoglobulin, wahrend 
Cholesterin ganzlich fehlte. Im Fall 11 der Tabelle I] wurden in dem 
eiweiBhaltigen Ultrafiltrat 15°, der urspriinglich in dem Serum vor- 
handenen Pseudoglobulinmenge gefunden, und im Fall 1 der Tabelle IV 
sogar 24°,. Man kann hieraus den SchluB ziehen, daB nur dann, wenn 
Euglobulin in dem Ultrafiltrat erscheint, auch Cholesterin die ultra- 
filtrierende Membran passieren kann. Jedoch ist die Menge Cholesterin 
des Ultrafiltrats, auch wenn man die Adsorption von Cholesterin an 
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der ultrafiltrierenden Membran mit in Rechnung zieht, immer kleiner 
als die Menge Euglobulin. Auch eine homogene Bindung des Cholesterins 
an das Euglobulin muB als unwahrscheinlich erachtet werden. 

Méglich bleiben die folgenden Annahmen: 

1. Das Cholesterin kann als Ganzes an einem Teil des Euglobulins 
gebunden sein. 

2. Es ist nur ein Teil des Cholesterins an KEuglobulin gebunden. 
Hierbei ist an die Méglichkeit eines Unterschiedes in der Bindung 
zwischen dem freien und dem veresterten Cholesterin zu denken. Jedoch 
ist von beiden Cholesterinfraktionen ein Teil im Ultrafiltrat anwesend, 
wie ersichtlich ist aus folgenden zwei Beispielen: 

1. Von einem Serum mit einem Totalcholesteringehalt von 154 my-% 
wurde ein Ultrafiltrat hergestellt mit einer Totalerweibkonzentration von 


65°,, des Serumwertes. Das Ultrafiltrat enthielt 16 mg-°,, Cholesterin, 

also + 10°, des Serumwertes. Im Serum waren 122 mg-% Cholesterin als 

Ester und 32 mg-®, frei anwesend. Im Ultrafiltrat waren diese Werte 
|) 0 


13,5 und 2,5 mg-%. 

2. Von einem zweiten Serum mit einem Totalcholesteringehalt von 
250 mg-°% wurde ein Ultrafiltrat angestellt mit einer Totalerweifkonzentra- 
tion von 67°, des Serums. Hier enthielt das Ultrafiltrat 28 mg-°4 Cholesterin, 
d.h. also 11% vom Serumwert. Im Serum waren 192 mg-% Cholesterin 
als Ester anwesend und 58 mg-®, freies Cholesterin. Im Ultrafiltrat waren 
diese Werte 24,5 und 4 mg-%. 

Dieselbe Frage der Bindung des Cholesterins an die verschiedenen 
Teile der SerumeiweiBe hat man auch mittels verschiedener anderer 
Methoden einer Lésung naherzubringen versucht. So sollen nach 
Gardner und Gainsborough (10) 84°, des Cholesterins frei im Serum 
vorhanden sein, wahrend die tibrigen 16°, an Euglobulin gebunden 
seien (Prazipitationsmethode). Andere Untersucher untersuchten das 
Problem der méglichen Cholesterinbindung an die Proteine mittels 
der Ausschiittelbarkeit von Cholesterin mit Ather. T'heorell (11) glaubt 
auf Grund dieser Versuche eine Bindung des Cholesterins an Euglobulin 
annehmen zu diirfen. Bennhold (12) hat die Bindung der Serum- 
kolloide mittels der Kataphoresemethode studiert. Auch er schlieBt, 
daB ein Teil des Cholesterins an einen Teil des Globulins gebunden ist. 
SchluBfolgerungen hinsichtlich der quantitativen Verhaltnisse sind auch 
mit dieser Methode nicht méglich. Auch in dieser Hinsicht besteht 
zwischen der SchluBfolgerung Bennholds und dem Ergebnis unserer 
Untersuchungen kein Widerspruch. 


Fassen wir zusammen, dann ergibt sich aus unseren Versuchen die 
SchluBfolgerung : 

Die Bindung von Cholesterin und Lecithin an Albumin und Pseudo- 
globulin ist ausgeschlossen. Eine teilweise Bindung der Lipoide an das 
Euglobulin muB als méglich erachtet werden. 
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d) Uber die Bindung der luetischen Antikérper an Serumproteine. 
Was die Ultrafiltrierbarkeit der Antikérper anbelangt, sind die 
tesultate, wie man sie in der Literatur findet, nicht ganz eindeutig (13) 

[ Marbe (14), Trenti (15)].. Wir haben die Membran von gesteigerter 
Durchlassigkeit auch hier benutzt, um zu versuchen, die Bindung der 
Antikérper bei der Lues naéher zu definieren. Fiir den Nachweis der 
luetischen Reagine haben wir uns der Reaktionen von Wassermann, 
von Sachs und Georgi und von Meinecke bedient. 

Wiewohl uns bekannt ist, daB man vorsichtig sein muB, wenn man 
die Meinecke sche Reaktion auf quantitative Weise auszufiihren versucht, 
haben wir doch fiir unseren Zweck eine quantitative Schatzung durch- 
gefiihrt. Wir haben dazu die duBerste Verdiinnung des Serums bestimmt, 
bei der noch eine positive Ausflockung nach Meinecke auftrat. 

Die Ausfiihrung dieser Reaktion geschah deshalb in folgender Weise: 
Es wurden zu 0,2 cem Serum oder eiweiBhaltigem Ultrafiltrat 0,5 cem des 
Meineckeschen Reagens hinzugefiigt. Diese Reaktion galt als unverdiinnt. 
Um eine Verdiinnung von z. B. 1 zu 5 zu erhalten, wurde erst ein Teil Serum 
oder Ultrafiltrat mit vier Teilen 0,9 °gig. NaCl vermischt. Von dieser Mischung 
wurden dann 0,2 cem mit 0,5cem des Meineckeschen Reagens zusammen- 
gebracht. Wir bestimmten auf diese Weise die héchste Verdiinnung, in 
der das Serum oder Ultrafiltrat noch eine positive Reaktion nach Meinecke 
ergab. 

In Tabelle V findet man angegeben, wie sich der Verlauf der Re- 
aktionen nach Wassermann, Sachs und Georgi und nach Meinecke 
in verschiedenen Sera und in verschiedenen eiweiBhaltigen Ultra- 
filtraten dieser Sera darstellt. Es zeigt sich sogleich, daB sogar in eiweib- 
haltigen Ultrafiltraten mit ziemlich hohem TotaleiweiBgehalt, der 
zwischen 20 und 70°, des TotaleiweiBgehaltes des urspriinglichen 
Serums schwankt, doch die Reaktionen nach Wassermann, Sachs- 
Georgi und Meinecke negativ ausfallen kénnen. Was die Meinecke sche 
Reaktion betrifft, so ergab sich, daB in 7 von den 14 untersuchten 
Fallen diese Reaktion in dem eiweiBhaltigen Ultrafiltrat véllig negativ 
war. In 3 Fallen war die Meineckesche Reaktion im eiweiBhaltigen 
Ultrafiltrat noch schwach positiv, jedoch héchstens etwa 5°, der 
Starke der Reaktion im urspriinglichen Serum. In zwei anderen Fallen 
war sie etwas starker, doch entschieden weniger als 10°, der Reaktion 
des urspriinglichen Serums. Nur in zwei Fallen, in denen absichtlich 
die Durchlassigkeit der Membran so grofB genommen worden war, 
daB 70°, oder noch etwas mehr der totalen EiweiBkonzentration des 
Serums in dem Ultrafiltrat vorhanden war (Fall 3 und 8), ergab sich, 
daB die Reaktion nach Meinecke in dem Ultrafiltrat deutlich positiv war. 


In den Fallen, in denen die Reaktion nach Meinecke im Ultrafiltrat 
negativ war, wurde auch wiederholt das Ultrafiltrat mit gleichen Teilen 
normalen Serums verdiinnt, um pg und Kolloidkonzentration wieder auf 











Tabelle V. 
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die nahezu urspriinglichen Werte zu bringen. Auch bei dieser Behandlung 
zeigte es sich, daB die Reaktion nach Meinecke negativ blieb, obgleich doch 
starke Verdiinnungen des luetischen Serums mit normalem Serum stets 
eine positive Reaktion nach Meinecke ergeben hatten. 

Die Ergebnisse, welche in bezug auf die Wassermannsche Reaktion 
erhalten wurden, bewegen sich ganz in derselben Richtung. In 12 von 
den 14 Fallen war diese Reaktion in den mehr oder weniger stark 
globulinhaltigen Ultrafiltraten voéllig negativ. Sie war nur positiv 
in den beiden schon genannten Fallen (3 und 8 von Tabelle V), in denen 
sehr viel Globuline (76 und 52°, des urspriinglichen Serumwertes) 
das Ultrafilter passiert hatten. Nachdriicklich muB betont werden, 
daB man nicht annehmen darf, ein Serum mit einer positiven Wasser- 
mannschen Reaktion von 1010 wiirde nach einer zehnfachen Ver- 
diinnung z. B. eine positive Reaktion von nur 1 10 zeigen. Nach fiinf- 
facher Verdiinnung luetischer Sera mit physiologischer Kochsalzlésung 
blieben die Reaktionen nach Wassermann von 10 10 und 6,10 noch 
ungeschwacht. Bei l0facher Verdiinnung dieser Sera war die Wasser- 
mannsche Reaktion noch 4/10, bei 20facher Verdiinnung noch 2 10. 
In allen Fallen, wo es sich um Serum mit einer stark positiven Wasser- 
mannschen Reaktion handelt, wobei die Ultrafiltrate eine negative 
Wassermannsche Reaktion zeigten, darf man also annehmen, daB sicher 
nicht mehr als 5°, der Antikérper des Serums die ultrafiltrierende 
Membran passiert hatten: doch handelt es sich in diesen Fallen um 
Ultrafiltrate, welche zwischen 20 und 50°, der urspriinglichen Serum- 
globuline enthalten. 

Bei der Reaktion nach Sachs-Georgi kommt man zu Tatsachen, die 
ungefahr analog denen bei der Wassermannschen Reaktion sind. Nur 
einmal, als 76% der urspriinglich vorhandenen Globuline das Ultrafilter 
passiert hatten, wurde die Reaktion nach Sachs-Georgi im Ultrafiltrat 
positiv. In allen anderen Fallen war die Reaktion nach Sachs-Georqi auch 
in den stark globulinhaltigen Ultrafiltraten negativ. 

Kann Adsorption von Antikérpern an die ultrafiltrierende Membran 
die Ursache sein, warum die genannten Reaktionen in den stark eiweib- 
haltigen Ultrafiltraten gew6hnlich negativ waren? Diese Frage ist nicht 
einfach zu lésen. Hatten die etwa adsorbierten Antikérper einen eiweiB- 
artigen Charakter, dann miibten sie mit physiologischer Kochsalz- 
lésung oder mit Normosall6sung aus der Membran zu_ extrahieren 
sein. Wenn jedoch die Antikérper mehr lipoider Natur sind, dann muB 
es méglich sein, sie mit Alkohol zu extrahieren. Wir haben daher 
einige Male nach Beendigung der Ultrafiltration die Membran aus- 
gewaschen, mit Quarzsand gemahlen und darauf das gemahlene Pulver 
zuerst mit phvysiologischer Kochsalzlésung oder mit Normosallésung 
extrahiert, indem wir es langere Zeit in der Schiittelmaschine schiittelten. 
War diese wiasserige Extraktion beendet, so wurde nochmals mit Alkohol 
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extrahiert. Sowohl mit dem wasserigen wie auch mit dem alkoholischen 
Extrakt wurde eine Reaktion nach Meinecke gemacht. Diese Reaktionen 
waren stets negativ. Zusatz gleicher Teile eines normalen Serums 
verainderte an diesem Ergebnis nichts. Vor dem letzten Versuch ist 
natiirlich erst der Alkohol weitgehend zu entfernen. In Chereinstimmung 
damit zeigte es sich, daB auch die Wassermannschen Reaktionen der 
wisserigen Extrakte der Membranen nach der Ultrafiltration negativ 
waren. Wir haben also nicht zeigen konnen, daB eine Adsorption der 
Antikérper an die Membran stattfindet. 


Aus Tabelle V muB deshalb die SchluBfolgerung gezogen werden, 
daB eine homogene Bindung der Antikérper an das Albumin, aber auch 
an das Globulin des Serums als ausgeschlossen erachtet werden muB. 
Auch eine homogene Bindung dieser Antikérper an den Euglobulinteil 
ist ausgeschlossen, denn in vielen Ultrafiltraten mit betrachtlichen 
Mengen Euglobulin waren doch die Reaktionen nach Wassermann, 
Sachs und Georgi und nach Meinecke negativ. 

Wohl macht es den Eindruck, als ob die Reaktion nach Meinecke 
positiv werde, wenn eine deutliche Menge Cholesterin die «ltrafiltrierende 
Membran passiert. Diese Tatsache deutet auf die Méglichkeit, dab die 
Antikérper bei der Lues méglicherweise nur mit einem Teil des Euglobulin- 
teiles zusammenhangen. Etwas Derartiges wird ja auch, wie schon friiher 
beschrieben, fiir das Cholesterin angenommen. 

Die hier erérterte Frage hat man schon auf verschiedene Weise 
mittels der verschiedenen Prazipitationsmethoden untersucht. 

Hieraus schloB Kapsenberg (16), daB die Antikérper an Globulin ge- 
bunden seien. 

Kurz danach fand Stern (17) mit der Methode der Elektrodialyse, daB 
die luetischen Antikérper an eine Unterfraktion des Euglobulins gebunden 
sind, und zwar an den Teil des Euglobulins, welcher nicht mit Kohlensaure 
gefallt werden kann: ein Sechstel des Gesamtglobulingehalts kame dann 
héchstens als Trager der Wassermann-Reagine in Betracht. Auch die 
Erfahrungen mit luetischen Lumbalfliissigkeiten deuten in diese Richtung, 
denn gewohnlich ist der Globulingehalt der Wassermann-positiven Lumbal- 
fliissigkeiten nur verhaltnismaBig schwach. 

Wenn also die luetischen Antikérper an Globulin gebunden sind, dann 
kann nur ein kleiner Teil der Globuline als Trager in Betracht komuinen. 


Zusammenfassung, 
Es wurde die Bindung einiger kolloidaler Bestandteile des Serums 
untersucht mittels fiir Protein teilweise durchlassiger Ultrafilter. 
1. Auf Grund der nahezu quantitativen Cbereinstimmung zwischen 


Bilirubin- und Albumingehalt der Ultrafiltrate der ikterischen Sera 
muB eine quantitative Bindung des Gallenfarbstoffs an das Albumin 


als sehr wahrscheinlich betrachtet werden. Es gilt dies sowohl fiir Falle 








14 W. M. Bendien u. I. Snapper. 


mit einer direkten wie mit einer indirekten Reaktion nach Hijmans 
v. d. Bergh. 

2. In scharfem Gegensatz hierzu ergab sich, daB die Lipochrome 
des Serums nicht an Albumin gebunden sind. Auch eine gleichmabige 
Bindung des Lipochroms an die ganze Globulinfraktion ist ausgeschlossen 

3. Fiir das Cholesterin und das Lecithin wurde ebenfalls nach- 
gewiesen, daB eine Bindung dieser Stoffe an die Albuminfraktion des 
Serums ausgeschlossen ist. Auch sind Cholesterin und Lecithin gewiB 
nicht gleichmaBig an die Globuline gebunden. Es scheint jedoch méglich, 
daB eine teilweise Bindung dieser Stoffe an das Euglobulin besteht. 

4. Da sich herausstellte, daB bei verschiedenen luetischen Sera 
stets Ultrafiltrate mit einem betrachtlichen Globulingehalt erhalten 
werden konnten, die eine negative oder sehr geschwichte Reaktion 
nach Meinecke oder Wassermann zeigten, muB eine Bindung dieser 
luetischen Antikérper an Albumin oder an die ganze Globulinfraktion 
als ausgeschlossen betrachtet werden. Hier wurde ebenfalls die Méglich- 
keit besprochen, da diese Antikérper an einen Tei] der Euglobulin- 


fraktion gebunden sind. 
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Die lyotrope Reihe bei der Quellung und ihre Ausbreitung auf 
organische, auch nicht ionisierende Substanzen'. 


VI. Mitteilung: 


EinfluB von aromatischen Verbindungen mit einer hydrophilen Gruppe auf 
die Quellung von Stirke (Kartoffelstirke) * 


Von 
J. R. Katz, F. J. F. Muschter jr. und A. Weidinger. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Amsterdam.) 
(Eingegangen am 14. Februar 1933.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


1. Benzolderivate mit einer hydrophilen Gruppe. 


In der ersten Abhandlung dieser Reihe haben wir die laingst be- 
kannte, quellungsférdernde Wirkung von Rhodaniden, Thioharnstoff, 
Chloralhydrat und Benzolsulfonat erwahnt: diese Tatsache bildete 
den Ausgangspunkt unserer ganzen Untersuchungen. In den vorigen 
Abhandlungen dieser Reihe wurde der EinfluB der zuerst genannten 
drei Substanzen auf Kartoffelstairke studiert. Jetzt bleibt uns iibrig, 
die quellungsférdernde Wirkung des Benzolsulfonats zu untersuchen. 
Wir haben dieselbe, ganz ahnlich wie in den vorigen Abhandlungen 
dieser Reihe, durch Bestimmung der Verkleisterungstemperatur der 
Kartoffelstarke als Funktion der molaren Konzentration der Lésung 
untersucht?. Saéuren wurden auch hier wiederum als Natriumsalze 
untersucht, soweit nicht anders angegeben worden ist. Dabei wurde 
Natriumbenzolsulfonat verglichen mit Benzolselenonat, mit Phenyl- 
arsinat, Benzoat, Phenol und Anilin. Alle L6sungen wurden mit NaQH 


t V. Abhandlung. diese Zeitschr. 259, 223, 1933. 
2 In abgekiirzter Form vorgetragen in der Versammlung der Abteilung 
Kolloidechemie des Vereins Niederlandischer Chemiker am 28. Mai zu 


Amsterdam und im Kolloquium des Kaiser Wilhelm-Instituts fiir physi- 


kalische Chemie zu Berlin-Dahlem am 18. Juli 1932. 
3 Fiir die angewandte Versuchstechnik siehe diese Zeitschr. 257, 387, 


1933. 











16 J. R. Katz, F. J. F. Musehter jr. u. A. Weidinger: 


auf pu == 6,7 bis 6,8 gebracht. Das py hatte nach dem Versuch sich 
nicht geindert. Abb. 1 enthalt die Versuchsergebnisse. Wie man sieht 
(Abb. 1), steht die starke quel- 
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Abb. 1. Abb. 2. 
Wirkung von Benzolderivaten mit einer Vergleich der Wirkung von Sulfonaten und 
hydrophilen Gruppe. Sulfinaten. — Zum Vergleich enthilt die Abb. 


auch die Wirkung von Sulfat und von Sulfit. 


Interessante Tatsachen ergeben sich aus dem Vergleich von Benzol- 
sulfinat mit dem um ein Sauerstoffatom reicheren Benzolsulfonat 
(Abb. 2). In der gleichen Abbildung sind auch p-Toluolsulfinat und 
p-Toluolsulfonat miteinander verglichen worden, wiahrend in ge- 
strichelten Linien Sulfit (p4 = 6,7 bis 6,8) mit Sulfat in molarer Kon- 
zentration verglichen ist. Es geht hier die Wirkung der Benzolderivate 


1 Siehe diese Zeitschr. 257, 397, 398, 1933. 
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EintluB der Linge des Molekiils bei der Wirkung von Benzolderivaten mit aliphatischer 


6 20 24 28 


Abb. 3. 


Seitenkette. 


Biochemische Zeitschrift Band 261. 
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mit derjenigen der anorganischen Salze parallel: die Kurve der sauer- 
stoffarmen Verbindung liegt regelmaBig unterhalb derjenigen der 
sauerstoffreicheren!. Wahrscheinlich wird die SO,-Gruppe schwacher 
vom Wasser angezogen als die SO,-Gruppe, und die sie enthaltende 
Verbindung wird deswegen stirker adsorbiert. Leider liegen keine 
gentigenden elektrokapillaren Untersuchungen vor, um diese <Auf- 
fassung niher prifen zu kénnen: auf diese Liicke in unseren Kennt- 


nissen soll hingewiesen werden?. 


2. Benzolderivate mit einer Alkylseitenkette und einer hydrophilen Gruppe 
in p-Stellung. 

Hier stand uns die Reihe Benzolsulfonat, p-Toluolsulfonat und 
p-Athylbenzolsulfonat zur Verfiigung. Die Ergebnisse sind in der 
oberen Halfte von Abb. 3 dargestellt worden. Wie man sieht, wachst 
die quellungsférdernde Wirkung stark mit der Lange des Molekiils; 
auf Grund der Traubeschen Regel war dieses Ergebnis zu erwarten?. 


3. Benzolderivate mit einem normalen Siurerest als Seitenkette. 


Hier konnten wir Benzoat vergleichen mit Phenylacetat, Pheny]- 
propionat uad Phenylbutyrat. Alle diese Substanzen haben die Forme] 
C,H;(CH,),CO,Na. Die Wirkung steigt wiederum mit der Linge des 
Molekiils an, wie die untere Halfte von Abb. 3 lehrt. 


4. Derivate von Naphthalin, Anthracen und anderen Arylverbindungen mit 
einer hydrophilen Gruppe. 


Als Natriumsalze konnten wir nur «- und f-naphthalinsulfosaures 
Natrium mit benzolsulfosaurem Natrium vergleichen (da die héheren 
Glieder der Reihe nahezu unlésliche Natriumverbindungen haben). 
Abb.,4 enthalt die Versuchsergebnisse; in derselben Abbildung ist 
zum Vergleich auch das p-aithylbenzolsulfosaure Natrium (gestrichelt) 
gezeichnet worden. Naphthalinsulfonate wirken deutlich starker 
quellungsférdernd als das Benzolsulfonat, und es besteht ein deutlicher 
Unterschied zwischen x- und f-Verbindung. Die 6-Verbindung wirkt 


1 Diese Tatsache ist vielleicht in Parallele zu setzen mit der in einer 
friiheren Abhandlung dieser Reihe beschriebenen (diese Zeitschr. 259, 76, 
79, 1933), daB die organischen Monohalogenverbindungen in der gleichen 
Reihenfolge wirken wie die Natriumhalogenide. 

2 Nach A. Frumkin, Zeitschr. f. physik. Chem. 109, 38, 1924 geben 
Na, SO, und Na,SO, in 1 n Lésung innerhalb der Versuchsfehler eine gleiche 
positive Aufladung. Bei zweiwertigen Ionen ist unsere Methode erheblich 


empfindlicher, um kleine Differenzen zu erkennen, als die elektrokapillare. 

3 Siehe auch den Vergleich der Wirkung dieser drei Salze bei H. Frewnd- 
lich u. G. V. Slottmann, Zeitschr. f. physik. Chem. 129, 305, 1927 und diese 
Zeitschr. 188, 101, 1927. 
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stdrker als die a-Verbindung. Diese Tatsachen legen die Auffassung 


nahe, daB es die Lange des Kohlenwasserstoffrestes ist, welche die 


Intensitat der Wirkung bestimmt, 


hoffen spiter noch weitere Sub- 
stanzen zu untersuchen, um diese 
These zu_prifen. 

Weitere Sulfonate lieBen sich 
nur als K-Salze vergleichen, weil 
sie in Wasser besser léslich sind 
als die Na-Salze. Benzolsulfonat 
und p-Naphthalinsulfonat wurden 
zum Vergleich gleichfalls als K- 
Salze untersucht, aber nur in ent- 
sprechend kleinen Konzentratio- 
nen, da die héheren Glieder der 
Reihe auch als K-Salze nur wenig 
léslich sind. 

Verglichen wurden Benzolsul- 
fonat, $-Naphthalinsulfonat, —p- 
Diphenylsulfonat, p-Triphenylsul- 
fonat, #-Anthracensulfonat. Die 
Ergebnisse sind in Abb. 5 dar- 
gestellt worden. Zu  bemerken 
ist, daf p-Triphenylsulfonat ein 
gr6Beres Molekiil hat als p-Di- 
phenylsulfonat, dieses eine langere 


und nicht dessen Gewicht. Wir 
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Abb. 4. 
Vergleich der Wirkung von «- und von f- 
Naphthalinsulfonat mit der Wirkung von 
Benzolsulfonat. 


Kette als §-Naphthalinsulfonat, 8-Anthracensulfonat eine liangere Kette 
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Abb. 5. 
Einflufi der Linge des Molekiils auf die Wirkung von Arylverbindungen (Sulfonaten). Links in 
gleichem Mafistab wie in den anderen Abbildungen: rechts mit zehnfach gréBeren Abszissen. 


1 Die in Abb. 5 als #-Phenanthrensulfonat bezeichnete Substanz ent halt 
auch noch zwei damit isomere Monosulfonate in nicht bekannten Mengen. 
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Wie man sieht, sprechen diese Kurven fiir die These, daB eher 
die Linge der Ketten als deren Gewicht die Intensitat der quellungs- 
fordernden Wirkung bestimmt: p-Diphenylsulfonat wirkt starker als 
f-Naphthalinsulfonat: ebenso steht die relative Wirkung der anderen 
Sulfonate mit dieser Regel in guter Chereinstimmung. Auffallig ist 
aihnlich wie bei Harnstoff-Thioharnstoff der Kontrast, daB zwar 
die quellungsférdernde Wirkung zunimmt, daB aber gleichzeitig die 
Loslichkeit der Verbindungen in Wasser abnimmt!. 


5. Uber die Lage der adsorbierten Molekiile an der Oberfliche 

der Stirkemicelle. 

Bei den meisten der hier besprochenen Verbindungen liegt sicher 
der Kohlenwasserstoffrest vom Wasser abgewandt, also an der Ober- 
fliche der Starkemicelle: die hydrophile Gruppe ist dem Wasser zu- 
gewandt. Leider laBt uns hier der Vergleich mit den elektrokapillaren 
Versuchen weitgehend in Stich; denn es fehlt an den entsprechenden 
Versuchen an der Grenzfliche Wasser—-Luft und Wasser—-Quecksilber. 
Wir haben aber die Analogie mit den fettsauren Salzen, welche diese 
Lage wahrscheinlich macht. Benzoesiure ladet die Oberfliche Luft— 
Wasser positiv auf, die Oberflache Quecksilber —Wasser negativ. Ahnlich 
verhalt sich Phenol. Frumkin nimmt daher an, daB diese Substanzen 
bei Luft-—-Wasser ihren Kohlenwasserstoffrest der Luft zuwenden, bei 
Quecksilber—-Wasser aber, wahrscheinlich durch eine chemische An- 
ziehung des Metalles, die hydrophilen Gruppen dem Quecksilber zu- 
wenden. Es ist méglich, daB Ahnliches an der Oberfliche der Stirke- 
micelle der Fall ist, besonders beim Phenol. 

Bei Substanzen mit gr6éBeren aromatischen Kohlenwasserstoff- 
resten haben wir leider noch keine elektrokapillaren Daten; eine 
empfindliche Liicke. Aber, wie schon vorher erwahnt, macht 
die Analogie mit den  Fettsiuren es wahrscheinlich, daB ~~ die 
groBen Kohlenwasserstoffreste vom Wasser in die Grenzschicht 
ausgestoBen werden. 

Ob die Kohlenwasserstoffreste flach auf der Micelloberflache liegen 
oder senkrecht dazu stehen, liBt sich ohne entsprechende elektro- 
kapillare Daten nicht mit geniigender Sicherheit angeben. In Analogie 
mit den Fettsauren lieBe sich vermuten, daB bei kleineren adsorbierten 
Mengen die Kohlenwasserstoffreste flach auf der Oberfliche liegen, 
bei gréBeren Mengen senkrecht daraufstehen; je gréBer der Kohlen- 
wasserstoffrest, um so eher wird letztgenanntes Stadium erreicht sein. 
Als vorlaufiges Schema fiir 8-Naphthalinsulfonat -— ein Schema freilich, 


' Siehe Il. Mitteilung, diese Zeitschr. 257. 397, 1933. 
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das, wie man aus dem Obigen ersieht. noch ziemlich willkiirlich ist 
méchten wir vorschlagen (wobei beide Lagen angegeben sind): 





Am SchluB dieser Abhandlung mége darauf hingewiesen werden, dal 
manche der hier als quellungs/érdernde Substanzen beschriebenen Korper 
von C. Neuberg als hydrotrope Substanzen beschrieben worden sind. Zu 
denselben gehéren verschiedene Derivate aromatischer und anderer Kohlen- 
wasserstoffe. Einige derselben wurden schon von ihm als Starke ver- 
kleisternd beschrieben, z. B. Benzoat!. Eine spatere Abhandlung dieser 
Reihe wird die Beziehung zwischen beiden Wirkungen austiihrlich zu 
analysieren versuchen; soweit unsere bisherigen Erfahrungen reichen, ist 
sie nicht einfach. 

Die Substanzen stammten aus folgenden Quellen: EF. Wercek, Benzol- 
sulfosiure; Dr. Th. Schuchardt: $-naphthalinsulfosaures Natrium, Phenyl- 
essigsiure, Phenylpropionsiure; Dr. Frankel u. Dr. Landau: «-Naphthalin- 
sulfosiure, /-anthracensulfosaures Natrium und p-Diphenylsulfoséiure ; 
Eastman Kodak Ltd.: p-toluolsulfosaures Natrium,  p-toluolsulfinsaures 


Natrium, Phenylarsinsiiture und p-triphenylsulfosaures Natrium. Die 
Substanzen wurden, wo nétig, durch Umkristallisieren gereinigt. Natrium- 
salze wurden wo Umwandlung in die Kaliumsalze notwendig war mit 
Schwefelsiure versetzt, die Sulfosiure mit n Butylalkohol ausgezogen und 
mit KOH neutralisiert bis zu einem »yq von 6,7 bis 6.8. Benzolselenon- 


siure haben wir selbst hergestellt nach der Vorschrift von H. W. Doughty?, 
p-Athylbenzolsulfosiure nach L. Sempotowski®, 


' C. Neuberq, diese Zeitschr. 76, 107. 1916. 
2 Amer. Chem. J. 41, 329, 1909. 
3B. 22, 2663, 1889. 








Uber die Messung minimaler Kupfermengen 
mittels der Cysteinoxydationsmethode. 


Von 
K. Gad Andresen und Borge Nielsen. 
(Aus dem biochemischen Universitéatsinstitut zu Kopenhagen.) 
(Eingegangen am 18. Februar 1933.) 
Mit 11 Abbildungen im Text. 


1. Einleitung. 

Die neuen Untersuchungen tiber die Bedeutung des Kupfers fiir 
die Hamoglobinsynthese haben uns angeregt, uns mit der Frage zu 
beschaftigen und verschiedene Verhaltnisse der Biologie des Kupfers 
eventuell zu beleuchten. Zu diesem Zweck war notwendigerweise eine 
Methode erforderlich, die imstande war, minimale Kupfermengen mit 
gréoBtméglicher Genauigkeit zu bestimmen. Bei der Priifung der Literatur 
sind wir auf ein von O. Warburg! im Jahre 1927 ausgearbeitetes luft- 
volumetrisches Verfahren aufmerksam geworden, das darin besteht, 
daB minimale Kupfermengen die Oxydation von Cystein in basischen 
Fliissigkeiten katalysieren, wodurch Sauerstoff verbraucht wird, was 
am Manometer zu erkennen ist. 

Das Quantum des verbrauchten Sauerstoffs sollte nach Warburg 
ein Ausdruck fiir die vorhandene Kupfermenge sein, wenn die Oxydation 
unter festgelegten Bedingungen stattfand, so daB man durch Messen 
des Verbrauchs an Sauerstoff sollte ausrechnen kénnen, wieviel Kupfer 
in einer bestimmten Probe enthalten ist. Die aufgenommene Sauerstoff- 
menge wurde mit einem von Warburg konstruierten Apparat gemessen, 
der eine Modifikation des Apparats von Barcroft zur Differential-Blut- 
gasanalyse ist. Wir tibernehmen dieses Verfahren unter anderem auch 
aus dem Grunde, weil der eine der Verfasser? lange mit luftvolumetri- 
schen Methoden gearbeitet hatte und mit der Technik vertraut war. 


1 O. Warburg, diese Zeitschr. 187, 255, 1927. 
* K. Gad Andresen, ebenda 74, 357, 1916; 99, 1, 1919. 
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Fiir unsere Versuche haben wir das Mikrorespirometer von Krogh 
verwendet und nicht den von Warburg angegebenen Apparat; tiber den 
Grund hierzu verweisen wir auf einen spiteren Abschnitt dieser Ab- 
handlung. 

‘Bei unseren einleitenden Versuchen ergab sich ziemlich schnell, 
daB wir bei Befolgung der von Warburg angegebenen Technik keine 
iibereinstimmenden Resultate erreichen konnten, und wir gaben daher 
die Verwendung der Methode, so wie sie war, fiir die beabsichtigten 
Versuche auf. Wir gingen dann dazu iiber, zu untersuchen, ob wir 
nicht die Ursache fiir die mangelnde Ubereinstimmung in den Resul- 
taten finden kénnten, um mdglicherweise auf diese Weise die Methode 
so zu modifizieren, daB sie sich fiir unsere Zwecke eignete. Trotz 
sehr groBer Arbeit stellte es sich aber heraus, daB es uns nicht méglich 
war, die Methode so zu andern, daB sie fiir uns verwendbar wurde. 

Die Voraussetzungen der Methode sind eine Reihe von Arbeiten, 
die sich mit der Oxydation des Cysteins beschaftigen. Unter diesen 
kénnen die Arbeiten von Mathews und Walker! erwaihnt werden, die 
zeigten, daB die anscheinende Selbstoxydation des Cysteins zu Cystin 
durch die Zugabe von sehr geringen Mengen Eisen und Kupfer be- 
schleunigt wird. 

E. Abderhalden und E. Wertheimer® finden, daB die Oxydation vom 
py abhangig ist (sie geben an, daB die Oxydation bei saurer Reaktion 
langsam vor sich geht, bei Lackmusneutralitat schnell, und dal sie bei 
kraftiger Reaktion noch deutlicher ist), ferner auch von der Temperatur 
und von vorhandenen Katalysatoren, u. a. Kupfer und Eisen. O. Warburg 
und S. Sakuma’ fiihren die Oxydation auf die Bildung einer komplexen 
Cyanmetallverbindung zuriick, und S.Sakuma* meint durch Reinigung 
(mit> Alkalisulfit und durch Alkoholumkristallisation) nachzuweisen, daB 
mindestens 90°, der Oxydation durch Verunreinigungen verursacht sind. 
D.C. Harrison® bestatigt die obenstehenden Angaben von Warburg und 
Sakuma, da®B die Oxydation von sowohl reinen wie unreinen Praparaten 
linear verlauft. Nach der Angabe der Methode berichten O. Warburg und 
H. A. Krebs® und H. A. Krebs? iiber die Anwendung der Methode zu 
Kupferbestimmung in Serum, und spiater haben S. G. Zondek und 
M. Bandmann® die Methode zu vergleichenden Bestimmungen der Kupfer- 
menge in Frauen- und Kuhmilch benutzt. A. A.C. Elliott® untersucht 
ziemlich viele von den Fragen, die auch wir durch unsere Arbeit zu unter- 


1 4. P. Mathews u. S. Walker, J. of biol. Chem. 6, 1909. 
2 EF. Abderhalden u. E. Wertheimer, Pfliigers Arch. 197, 131, 1922. 
O. Warburg u. S. Sakuma, Pfliigers Arch. 200, 203, 1923. 


~ 


S. Sakuma, diese Zeitschr. 142, 68, 1923. 

D.C. Harrison, Biochem. J. 18, 1009, 1924. 

O. Warburg u. H. A. Krebs, diese Zeitschr. 190, 143, 1927. 
H. A. Krebs, Klin. Wochenschr. 7, 584, 1927. 

S.G. Zondek u. M. Bandmann, ebenda 10, 1528, 1931. 
K. A.C. Elliott, Biochem. J. 24. 310, 1930. 
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suchen veranlaBt wurden. Die Resultate. die wir erreicht haben, stimmen 
aber nicht mit denjenigen von Elliott iberein; die Erklarung ist wahrschein- 
lich die, daB Elliott bei seinen Untersuchungen einen Barcro/t-Difterential- 
apparat mit sehr groBer Kapazitat benutzt hat; auBerdem glauben wir 
seiner Abhandlung entnehmen zu kénnen, dab er nicht gentigend viele 
gleichartige Versuche unternommen hat. 

C. A. Elvehjem' hat ahniiche Verhaltnisse untersucht, die sich in 
vielen Punkten den unsrigen Untersuchungen nihern, jedoch haben wir 
auch nicht immer die Resultate Elvehjems bestitigen kénnen. Die Nicht 
iibereinstimmung hat hier wahrscheinlich dieselbe Ursache wie bei lliott. 

In unseren spiter genannten Untersuchungen, die ja urspriinglich 
bezweckten, kleine Kupfermengen zu bestimmen, gingen wir bald dazu 
tiber, die Verhaltnisse betreffs der Oxydation des Cysteins zu unter- 
suchen. Und da wir der Meinung sind, daB unsere Resultate in vielen 
Punkten von denjenigen friiherer Forscher wesentlich abweichen, 
haben wir uns entschlossen, sie zu veréffentlichen. 


2. Technik. 


Der von uns fiir unsere Messungen angewendete Apparat war, wie 
erwahnt, der von Professor A. Krogh? nach Barcrojts Prinzip angegebene 
Mikrorespirometer ’, der fiir unsere Zwecke ein sehr genau wirkender Apparat 
ist, einerseits weil er ein Differentialapparat ist, wo das Manometerrohr 
eine auBerordentlich kleine Weite hat (1mm auf dem Manometer ent- 
spricht ungefahr 0,15¢mm Volumen des Rohres), andererseits weil die 
Analysenbehalter ein ziemlich geringes Volumen haben, was groBe Aus- 
schlage, die kleinen Luftmengen entsprechen, bewirkt. Wir haben daher 
diesen Apparat demjenigen von O. Warburg (a.a.O.) vorgezogen, der 
durch Schlauche mit einem Wassermanometer in Verbindung steht. 

Wir erblickten auBerdem einen groBen Vorteil darin, dab seine 
Eigenschaft als Differentialapparat uns erlaubte, be jedem einzelnen 
Versuch in demselben Apparat den Selbstoxydationsausschlag von derselben 
gleichmaBig behandelten Cysteinportion abziehen zu kénnen, und zwar 
dadurch, daB wir die Selbstoxydation sich auf der Kontrollseite des Apparats 
ausspielen lassen, wahrend Warburg mehrere Apparate anwendet. 

Die Kolben hatten die Form, wie in der Abbildung der Abhandlung 
von K.Gad Andresen (a.a.O.) ..Mikromethode zur Bestimmung von 
Harnstoff** gezeigt. 

In den kleinen Kolben, die auf die eingeschliffenen Claspfropfen 
geblasen sind, hatten wir anfangs die Cysteinlésung, die zu Beginn des 
Versuchs in die Pufferlésung im groBen Kolben, durch Umkippen des 
Apparats, gegossen wurde. Da wir meinten, daB eine eventuell mangelhafte 
Leerung der kleinen Kolben die Ursache der nicht iibereinstimmenden 
Resultate war, gingen wir bei unseren Versuchsreihen dazu iiber, als 
letzte Vorbereitung, bevor die Kolben auf die vaselinegeschmierten (Glas- 


1 ©. A. Elvehjem, Biochem. J. 24, 415, 1930. 

2 A. Krogh, diese Zeitschr. 62, 268, 1914. 

3 Die Ausrechnung der Korrektionskonstante ist spéter, ebenda 66, 
512, 1914, korrigiert worden. 
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pfropfen gesetzt und die Apparate im Wasserbad untergebracht wurden, 
die zubereitete, saure Cysteinlésung schnell direkt in die Pufferlosung im 
groben WKolben zu geben, und da die Oxydationen nach geraden Linien 
stattfinden sollten, sollte dies keine Ungenauigkeit zur Folge haben. 

Da wir anfingen, einleitende Versuche mit einer bekannten Kupter- 
menge unter festen Bedingungen anzustellen, war es uns nicht moglich, 
gleichartige Resultate in einer bestimmten Versuchszeit zu erreichen: wit 
fingen deshalb an, simtliche Fehlerméglichkeiten, die tiberhaupt nur denkbar 
waren, zu beseitigen. 

Wir trugen zuniachst dafiir Sorge, dali unser Schiittelapparat in der 
Zeiteinheit stets dieselbe Anzahl Schiittelungen vornahm, und wahlten 
240 in der Minute. 

Da dies keine guten Versuchsresultate ergab, entfernten wir jede Méglich- 
keit datiir, dab fremdes Kupfer (oder andere Katalysatoren) in die Reaktions- 
mischung hineinkommen konnte, indem wir selbstverstandlich voraus- 
setzten, daB dies von der gréBten Wichtigkeit sein miibte. Wir verwendeten 
somit fiir die Ausspiilung der Apparate und Ceaser, ebenso fiir die Zu- 
bereitung simtlicher in dieser Abhandlung erwahnten L6ésungen und 
Reagenzien. ausschlieBlich destilliertes Wasser, das in einem Jenaer Glas- 
apparat redestilliert war, ferner wurden simtliche Glasgeraite mit Chrom- 
sdure gereinigt und auch die Glasperlen, die nach der Reinigung nur 
mit gereinigtem Glas in Beriihrung kamen. Wir untersuchten sypiter, 
ob die Ungenauigkeiten von der Vaseline, die zum Einfetten der ein- 
geschliffenen Glaspfropfen verwendet wurde, verursacht sein) konnten. 
Das schien aber nicht der Fall zu sein. (Qie Untersuchung geschah durch 
Zugabe von Vaseline zu der Reaktionslésung.) 

Die Standardkupferlésung, von der wir ausgingen. wenn wir unsere 
verschieden starken Kupferl6sungen zubereiteten, enthielt 4 ¢ metallisches 
Kupfer pro Liter, und sie wurde mit 2 Tropfen n/lO0 HCI saner gemacht. 
Wir verwendeten CuSO,4.5 1,0 pro analysi. 

Da diese MaBnahmen erfolglos blieben, dachten wir uns die Méglichkeit, 
daB eine eventuelle Ungenauigkeit bei der Abmessung der viermal 0.1 cem 
Cysteinhydrochloridlésung (siehe den ,,.Standardversuch"), die fiir die zwei 
Apparate, die gleichzeitig im Gebrauch waren, verwendet wurde, Feller 
verursachen kénnen. Wir bemerkten, dab. wenn wir die zuerst abgemessene 
0.1 cem-Lésung in den Analysenbehalter des ersten Apparats bliesen, die 
Wasserdimpfe der Expirationsluft sich in der Pipette verdichteten und eine 
ganz geringe Menge Wasser absetzten. Um eventuell davon herriihrende 
Fehler zu vermeiden, bliesen wir mittels eines Gummiballons Luft durch 
die Pipette, um dieselbe vollig zu entleeren. 

Da alle diese MaBnahmen ergebnislos blieben, bestanden, soweit wir 
erkennen konnten, nur noch zwei Méglichkeiten, néimlich: entweder waren 
die Apparate nicht in Ordnung, oder die Verhaltnisse ber den Oxydations- 
prozessen waren unregelmaBig. Um uns dagegen zu sichern, dab die Apparate 
nicht in Ordnung waren, entwickelten wir fiinfmal dieselbe Menge Stickstoff 
in den Analyseseiten der Apparate, indem wir 35¢mm luftfOrmigen N, aus 
2eem (NH,4).SO,4-Lésung frei machten, und zwar dadurch, dab wir, 
nach SchlieBung der Klemmschraube und 10 Minuten langem Schutteln, 
um Temperaturgleichgewicht zu erreichen, 0,3 com von VW. Kroghs Na O Br 
Lésung aus den kleinen Analysenbehaltern hinuntergossen. Wir bekamen 
gleichartige Resultate mit 3°, Genauigkeit und wurden dadurch von der 
Brauchbarkeit unserer Apparate iiberzeugt. Nach der Beendigung unserer 
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Versuche haben wir eine ahnliche Priifung unserer Apparate vorgenommen, 
diesmal sechs Bestimmungen; hier erhielten wir einheitliche Resultate mit 
einer Genauigkeit von 5°). Es ist somit kein Grund dafiir vorhanden, 
da die Apparate Mangel besaBben, die die hohen Fehlerprozente, die 
wir stets bei unseren Untersuchungsreihen erhielten, verursacht haben. 

Wahrend der einleitenden Versuche haben wir ziemlich lange bei 37° 
gearbeitet ; da aber die Ausschlige hierbei, abgesehen von der Geschwindig- 
keitszunahme, die eine solche Temperaturerhéhung mit sich fiihrt, sich in 
keiner Weise besser zeigten als bei 20°, sind wir bald wieder zu dieser letzten 
Temperatur zuriickgegangen. 


3. Der Standardversuch. 

Dieses ist der Versuch, den wir als Grundlage fiir die Verwendung 
des Oxydationsprinzips zur Bestimmung unbekannter Kupferkonzen- 
trationen gedacht hatten, und die Bedingungen, die wir dort hatten, 
sind diejenigen, die in unseren Versuchsreihen so variiert worden sind, 
daB wir in jeder Versuchsreihe eine einzelne der Bedingungen variierten, 
unter denen die Standardversuche unternommen wurden. Hierdurch 
erhielten wir einen Uberblick iiber den EinfluB aller derjenigen Fak- 
toren auf die Oxydationsprozesse, die méglicherweise dabei mitspielen 
kénnten. 

In der Regel wurde mit zwei Apparaten gleichzeitig gearbeitet. 

Die rein chemischen Normalbedingungen waren wie folgt: 

Der groBe Analysenbehdlter enthielt: 

1. 2cem 0,2 mol. Natriumpyrophosphatlésung, nach der Anweisung 
von Warburg hergestellt, und mit einer Zugabe von so viel n Salzsaure, 
daB ihr py 7,64 war. 

2. In jedem Behalter waren zwei 3 mm-Glasperlen, um ein wirksames 
Mischen der Reaktionsfliissigkeiten waihrend des Versuchs zu sichern. Die 
Perlen waren mit Chromsaure und redestilliertem Wasser gereinigt. 

3. Ferner 16.10-*mg Cu, in Form von CuSO,.5 H,O, pro analysi, 
in 0,lcem redestilliertem Wasser gelést. Der kleine Analysenbehalter, der 
auf den Glaspfropfen geblasen ist, war bei unserer jetzigen Versuchs- 
anordnung leer. 

4. 7,5 mg Cysteinhydrochlorid, aufgelést in 0.lcem n/100 Salzsaure. 
Vier Portionen werden gleichzeitig (fiir alle vier Behalter) zubereitet und 
zwar wie folgt: In ein Mikroreagenzglas miBt man 0,4 ccm n/l00 HCI ab, 
hierzu fiigt man 3 ctg Cysteinchlorhydrat, dieses wird gut aufgelést und 
durch Blasen mit einem Gummiballon durch eine 0,1 cem-Pipette gemischt ; 
da die Oxydation nicht in einer sauren Fliissigkeit stattfindet, macht es 
nichts aus, daB man durch Durchblasen von Luft mischt. Die Verteilung 
der viermal 0,lcem geschieht zum SchluB und so schnell wie mdéglich, 
damit hierbei keine Ungenauigkeiten entstehen. 

Der qroBe Kontrollbehdlter enthielt: 

1. 2cem Natriumpyrophosphatlésung von py = 7,64. 

2. Zwei Glasperlen. 

3. 7,5 mg Cysteinchlorhydrat, aufgelést in 0,1 cem n/100 Salzsaure. 
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Der am Glaspfropfen auf der Kontrollseite geblasene Behalter enthielt 
0,35 cem redestilliertes Wasser zur Korrektion des Luftvolumens, damit 
eine gleiche Menge Luft auf beiden Seiten der Manometerfliissigkeit 
vorhanden sein kann (iibrigens ist es nach Krogh erlaubt, 10°, Unter 
schied zwischen den beiden Volumen zu haben, ohne dab dies auf die 
Korrektionskonstante EinfluB hat). 

Das Verfahren bei den Versuchen war dann iibrigens wie folgt: 

Sobald man 0,1 com Cysteinlésung in alle vier Behalter, die wie 
erwahnt, schon 2ccm_ Pufferlésung enthielten, abgemessen hatte, 
beeilte man sich, die Behalter auf die mit Vaseline gefetteten, ein- 
geschliffenen Glaspfropfen zu befestigen, und die Apparate wurden 
sofort in das Wasserbad von 20° konstant gebracht, worauf man den 
Schiuttelmechanismus in Betrieb setzte, so daB die Apparate in waage- 
rechter Richtung mit einer Frequenz von 240 in der Minute ge- 
schiittelt wurden. (Nach Elvehjem! soll die Frequenz ohne EinfluB 
auf die Oxydationsgeschwindigkeit sein, wenn sie nur grdfer als 
120 pro Minute ist.) In diesem Zustande verblieben die Apparate 
#1 , Minuten, wonach man den Schiittelapparat anhielt, die Manometer 
durch Festschrauben der Klemmschrauben verschloB und die Ab- 
lesung der Manometer vornahm. 

Von dieser Ablesung an wurde dann die eigentliche Versuchszeit 
gerechnet. bei fast allen unseren Versuchen, und bei sdmtlichen 
Standardversuchen erstreckte sich die Versuchszeit tiber 30 Minuten, 
und die Ablesungen wurden bei der 10., 20. und 30. Minute vor- 
genommen. 


Die Ausrechnungen der Ausschlage wurden jede 10., 20. und 30. Mi- 
nute vorgenommen: wo sie in den Tabellen nicht angefiihrt wurden, 
geschah dieses nur, um die Darstellung nicht mit unnétigem Material 
zu belasten. Die Berechnung geschah dadurch, daB man die in dem 
gegebenen Zeitraum erschienene Differenz zwischen den Manometer- 
oberflichen in den beiden Schenkeln des Apparats, in Millimeter ge- 
messen, mit der fiir den betreffenden Apparat ein fiir allemal aus- 
gerechneten Konstante multipliziert, die fiir unsere Apparate etwas 
unter 1 lag, wodurch man den Ausschlag in Kubikmillimeter bekam. 

Zu verschiedenen Zeitpunkten der systematischen Untersuchungen 
haben wir zweimal eine Serie von Standardbestimmungen vorgenommen, 
die eine von im ganzen 16 Bestimmungen, wobei wir den EinfluB der 
Variationen in der H’-lonenkonzentration untersuchten, die andere von 
ebenfalls 16 Bestimmungen bei den Untersuchungen iiber den Einflub, 
den die Anderungen in der Kupferkonzentration auf die Oxydatiois- 
geschwindigkeit gehabt hatten, auBer den zahlreichen anderen, die in 


1 Biochem. J. 24, 415, 1930. 
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der Einleitung erwaihnt sind, bevor wir uns zu den systematischen 
Untersuchungen entschlossen hatten. 

Kurven von der ersten Serie der Versuche werden in Abb. 1, 
von der zweiten Serie in Abb. 2 gezeigt. Daraus ersieht man, wie 
auberordentlich stark der Verlauf der verschiedenen Oxydationen 
abweicht. Dies gilt sowohl von den Resultaten der 30 Minuten 
als auch denen der 10 und 20 Minuten, obwohl die Prozesse sich jedesmal 
unter genau denselben Bedingungen abspielten (soweit cine Kontrolle 
derselben méglich war). 
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Abb. 1. 
PH = 7,64; 20°C. 75mg Cysteinhydrochlorid, 16.10-4mg Cu. Standardversuch I. 


Die Sauerstoffabsorption in Kubikmillimetern war nach Verlauf von 
30 Minuten in Serie I: 


124,6 125,4 77.5 105.6 
82.8 105.2 113.0 98.5 
73.4 109,9 68,7 93,5 
130.7 128.8 125.6 126.7 


Durchschnitt: 105,6emm Ox; 
Maximalabweichung hiervon nach oben: 130.7 — 105,6 = 25,1; d. h. 23,8 %. 
Maximalabweichung hiervon nach unten: 105,6 — 68,7 36.9; d. h 35.0%. 


Bei diesen 16 Resultaten besteht also eine Abweichung vom Durch- 
schnitt von 58.8%. 
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Der Verbrauch an Sauerstoff in Kubikmillimetern war nach Verlaut 
von 30 Minuten in Serie II: 


99.6 97,7 107.9 64,7 
94.7 91,2 92.3 91,5 
V6.0 DSL5 Y6O.S SS.4 
76.4 77.4 95.0 93.5 


Durchschnitt: 88.9 emm Og; 


Maximalabweichung hiervon nach oben: 107.4 — 88.9 19,0; d. h. 21,4%. 
Maximalabweichung hiervon nach unten: 88,9 — 58,5 30,4; d. h. 34,2 °, 


Bei diesen 16 Resultaten besteht also eine Abweichung vom Durch- 
schnitt von 55.6%. 


730 -- 
cms, 
120}- 
710 
100 ~ 
90 
80 
70 
60\- 
50 
40 
JO} 
20 


10 











Abb. 2. 
Pu = 7,64; 20°C. 16.10-4mg Cu. 7,5mg Cysteinhydrochlorid. Standardversuch I. 


Diese beiden Untersuchungsreihen sind, wie erwahnt, Serien ent- 
nommen, wo wir die Bedingungen variierten: bei der ersten variierten 
wir die H’-Ionenkonzentration, bei der zweiten haben wir die Kupfer- 
konzentration geandert. Daher liegt zwischen der Vornahme der 
beiden Untersuchungsreihen ein Zwischenraum von 2 Monaten. — In 
beiden Failen wurde aber dieselbe Cysteinchlorhydratprobe und diesel be 
Pufferlésung nach Verlauf von 2 Monaten verwandt, und da_ beide 
nach Warburg stabil sind (beide wurden in Flaschen mit eingeschliffenen 
Glasstopfen aufgehoben), sollte die Aufbewahrung auf die Resultate 
keinen EinfluB haben. 
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Betrachtet man aber die beiden Kurven Abb. 1 und 2, macht man 
die merkwiirdige Beobachtung, dab, wihrend die Oxydation in Abb. 1 
in vielen Fallen nach einer ziemlich geraden Linie geht, sich dieses 
in tiberhaupt keinem Falle bei den Oxydationen in Abb. 2 findet. 
Uber die Ursache dieses Umstandes, daB, wie wir vielmals bemerkt 
haben, die Oxydation bisweilen einigermaBen gerade Linien aufweist, 
ofter jedoch absolut nicht, kénnen wir uns zu dem gegenwartigen Zeit- 
punkt nicht auBern. 

Die groBe Abweichung, die wir bei pu 7,64 bemerkten, fiihrte 
uns zu der Erwaigung, ob man nicht bei anderen H -lonenkonzen- 
trationen einheitlichere Resultate erzielen kénnte. 


4. Versuche bei verschiedenen H'-lonenkonzentrationen. 


Wir stellten daher eine Reihe Pufferlésungen her, indem wir zu 
der 0,2 mol. Natriumpyrophosphatlésung von Warburg so viel n Salz- 
siure zusetzten, daB wir das gewiinschte px erhielten. Mit pu = 7,0 
stellten wir gleichzeitig eine Pufferlésung her durch die Zugabe von 
Phosphorséiure, um uns dagegen zu sichern, dab keine spezifische 
Wirkung durch Salzsiure entstand: diese schien aber keinen Unter- 
schied hervorzurufen. Wo nichts anderes bemerkt ist, entsprachen die 
Versuche in allen Beziehungen auBer der H’-Ionenkonzentration genau 
dem Standardversuch. Abb. 3 zeigt die Resultate mit pu — 6,66. 
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Abb. 3. 
Pu = 6,66; 20°C. 16.10-4mg Cu. 7,5 Cysteinhydrochlorid. 
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Die Sauerstoffabsorption in Kubikmillimetern nach Verlaut von 
30 Minuten war: 
4.77 5.04 4.68 4.39 4.95 
5,04 4.14 4.68 4.68 5,33 
Durchschnitt: 4,77 emm Og. 
Maximalabweichungen hiervon nach oben: 5,33 — 4,77 = 0,56, doh. 11,7 ®,. 


Maximalabweichungen hiervon nach unten: 4.77 — 4,14 0,63, d.h, 13,2°%. 


Es ist also bei diesen zehn Resultaten mit px = 6.66 cine Abweichung 
vom Durchschnitt von 24,9°., festzustellen. 

Wie man sieht und wie man erwarten konnte, schreitet die Oxy- 
dation bei diesem Sauregrad auBerordentlich langsam vorwarts, und 
dieser Umstand in Verbindung mit der groBen Abweichung macht den 
OxydationsprozeB zu einer quantitativen Kupferbestimmung mit px 

6.66 ungeeignet. 

Abb. 4+ zeigt die Resultate einiger Versuche mit pu 7.0, die die 
nachste H-lonenkonzentration war, bei welcher wir die Verhaltnisse 
untersuchten. 

Die Sauerstoffabsorption in Kubikmillimetern nach 30 Minuten war 
wie folgt: 


3.78 5,54 6.03 4.46 540 
5,76 4,50 5.47 5.94 3.26 
6,12 5,62 5.85 5.33 5,67 
5.98 6,45 3.96 4,95 4.62 


Durchschnitt: 5.13 emm Oy. 
Maximalabweichung hiervon nach oben: 6,48 — 5.13 1,35; d. h. 26.3%. 
Maximalabweichung hiervon nach unten: 5,13 —3.78 1,35; d. h. 26.3%. 
Es besteht also bei diesen 20 Resultaten mit pu — 7.0 eine Ab- 
weichung vom Durchschnitt von 52,6°,. Die Oxydation ist hier noch 
gering. 
Das nachste pu, bei welchem wir Untersuchungen anstellten, war 
mit einer Pufferlésung von pu = 7.33 erhalten. 


Der Sauerstoffverbrauch war in Kubikmillimetern nach 30 Minuten 


folgender : 


20.0 24.8 1S.8 17.6 
15.8 15.8 15,7 15.0 
23.9 19,2 16,2 16,1 


17.3 15.8 16.5 15,3 


Durchschnitt: 17.7 emm Oy. 


Maximalabweichung hiervon nach oben: 24.8 —17,7 = 7.7: d. h. 43,5°,,. 


Maximalabweichung hiervon nach unten: 17,7 — 15,0 2.73 d. kh. 16,3‘ 
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Es findet sich also bei diesen 16 Resultaten mit pu 7,33 eine 
Abweichung vom Durchschnitt von 58.8°.. 

Auch mit diesem py ist also der OxydationsprozeB nicht fiir quanti- 
tative Kupferbestimmung geeignet. 

Mit einer Pufferlésung von px 7,64 erhielten wir, wie bei dem 
. Standardversuch** erwihnt und wie in Abb. 1 und 2 gezeigt, Ab- 
weichungen von 58,8 und 55,6°,, also ein ahnliches Verhaltnis, aber 
mit gr6Beren absoluten Ausschlagen. 

Die nachste und letzte Pufferlésung, die wir anwandten, hatte 
ein pu von 8,0, und unsere Untersuchungsresultate bei diesem pu 
sind aus Abb. 4 ersichtlich. Hier erfolgte aber die Oxydation ab und zu 
so schnell, daB die Kapazitét unserer Apparate tiberschritten worden 
wire, wenn die Versuche die normale Zeit von 30 Minuten gedauert 
hatten: wir haben daher, um saimtliche Resultate gesammelt darstellen 
zu kénnen, es vorgezogen, uns mit einer Versuchszeit von 20 Minuten 
im ganzen zu begniigen. 
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Abb. 4. 


Pu = 8.0; 209C. 16.10-4 mg Cu. 7,5mg Cysteinhydrochlorid. 


Der Sauerstoffverbrauch war nach 20 Minuten in Kubikmillimetern: 


111,2 104.3 113.7 114,4 110.5 
79,2 95.8 107.6 89.8 79.9 
72.6 46.8 61,1 48,0 54,4 


Durchschnitt: 86,0e¢mm Oy. 
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Maximalabweichung vom Durechschnitt nach oben: 114.4 —— st.0 
28.4; d. h. 33,0°,. Maximalabweichung vom Durchschnitt nach 
unten: 86.0 — 46,8 39,2; d.h. 45,6%. 


Bei diesen 15 Resultaten mit pu = 8.0 betragen also die Abwei- 
chungen vom Durchschnitt 78,6°.,, was zeigt, daB der Oxydationsprozel 
bei diesem px sich fiir quantitative Messungen durchaus nicht eignet. 

Abb. 5 gibt eine Ubersicht iiber diese Verhiltnisse, indem die 
Durchschnittszahl, der maximale und der minimale Wert bei jedem px 
angegeben sind; diese sind mit Kurven 
verbunden; ausgenommen ist px = 8,0 
wegen der kiirzeren Versuchszeit. 


Wie man sicht, steigen die Prozent- 
zahlen fiir die maximalen Abweichungen, 
je basischer die Reaktionsmischung ge- 
macht wird, und der Vorteil, der bei den 
groBeren absoluten Ausschligen vorhan- 
den zu sein scheint, ist somit nur schein- 
bar. Damit die Methode fiir unsere ge- 
plante Arbeit befriedigend ware, miiBten 
wir verlangen, daB ihr maximaler Fehler- 
prozent nicht mehr als héchstens 5 bis 
10°, ware. Diese Forderung erfiillte 
diese Methode jedoch auch nicht ange- 





r 7 Abb. 5. 
nahert. Wir hofften aber immer, in (‘persicht iiber die Cysteinoxydation. 


irgendeiner Weise Klarheit tiber die Ur- 

sachen dieser groBen Unterschiede zu erhalten, die bei den Ver- 
suchen auftraten, die mit groBer Sorgfalt und unseres Erachtens unter 
absolut einheitlichen Umstainden vorgenommen wurden. 


Es kénnte vielleicht, trotz aller Sorgfalt, die Rede sein von even- 
tuellen MeBfehlern bei der Abmessung der Stoffe und Fliissigkeiten, 
die fiir die Reaktionsmischungen benutzt wurden. Um zu sehen, wie 
groBh der Anteil dieser eventuellen MeBfehler sein kénnte, entschlossen 
wir uns zu untersuchen, erstens, welchen EinfluB variierte Cystein- 
hydrochloridmengen und zweitens, welchen EinfluB8 variierte Kupfer- 
mengen auf den Standardversuch haben. 


5. Anderungen in der Cysteinkonzentration. 


Es wurden Messungen des Sauerstoffverbrauchs bei folgenden 
Cysteinhydrochloridmengen in der Reaktionsmischung vorgenommen: 
2.5, 50, 10 und 12,smg: um das Bild) zu_ vervollstandigen, 
machten wir die Standardbestimmungen mit 7,5 mg Cysteinhydro- 
chlorid. 
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Wir erzielten folgende Resultate: 





2.5 mg Cystein 5,0 mg Cystein 10 mg Cystein 12.5mg Cystein 

emm 0), emm Op, emm UO, emm 0), 
17,3 71,6 95.9 99,5 
18,7 69,7 99.6 93,5 
25,0 72,9 100.7 90,5 
31,3 71,5 96.3 154.6 
10,0 71,6 95,0 150,7 
15,5 73.7 94.4 118.6 
— 10,0 74,6 91.4 117,2 
1,5 73,3 95,1 144.6 
74,1 133.6 

92.4 


Durchsehnitt: 


12,4 73,1 


92.6 122,5 


Einige von diesen Resultaten sind in den Abb. 6, 7 und 8 
graphisch dargestellt. Man sieht hieraus, daB, falls die Cysteinmenge zu 
5 gering ist, unter 5mg es ginzlich unmdglich ist, nur einigermaBen an- 
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Abb. 6. 
Pu = 7,64; 20°C. 16.10-4mg Cu. 25mg Cystein- 
hydrochlorid. 


gemessene Resultate zu 
erzielen: ist andererseits 
die Cysteinmenge zu grof. 
scheint es, als ob die Abwei- 
chung unverhaltnismaBig 
groB wird, und es kénnte 
scheinen, daB das Cystein- 
chlorhydrat der Trager des 
Unsicherheitsmomentes ist, 
das unter absolut gleichen 
Bedingungen — willkiirlich 
verschiedene Resultate gibt. 

DaB man ein nega- 
tives SchluBresultat — bei 
einer der Bestimmungen 
mit 2,5 mg Cystein  be- 
kommen kann, ist na- 
tiirlich darauf zuriickzu- 


zufiihren, daB die Selbstoxydation, die im Kontrollbehalter stattfindet, 
so schnell vorwartsschreitet, daB die Oxydation auf dieser Seite in den 
letzten 10 Minuten der Versuchszeit die Oxydation der geringen Menge 
von Cystein, die jetzt im Analysenbehalter nach dem schnellen ProzeB 
in diesem mit dem Kupferkatalysator tibrig ist, iiberwiegt. 
Vergleichshalber sind simtliche Resultate zusammen mit denen 
der Standardversuche von der Kupferreihe in Abb. 9 aufgefiihrt. 
Wie man hier ersieht, ist ein unverkennbarer Unterschied der durch- 
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schnittlichen GréBe des Ausschlages bei den verschiedenen Cystein- 
mengen vorhanden; diese Unterschiede sind jedoch nicht so ausgepragt, 
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Abb. 7 


PH 64; 20°C, 16.10-4 mg Cu. 50mg Cysteinhydrochlorid. 
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Abb. 8. 
Pa = 7,64; 20°C. 16.10-4 mg Cu. 12,5 mg Cysteinchlorhydrat. 
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daB man sich denken kénnte, daB die auBerordentlich kleinen Fehl- 
messungen, wovon die Rede sein kénnte bei den Abmessungen der 
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PH 7.64; 20°C. 16.10-4 mg Cu. 


Fliissigkeiten und Stoffe, die in den Reaktionsmischungen sein sollen 
(sicher weniger als 5°), die Ursache der groBen prozentischen Variation 
bei einer geniigend groBen Anzahl von Versuchsresultaten bilden kénnten. 
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Der nachste Faktor, den wir uns als Ursache der schlechten Re- 
sultate denken kénnten, war unfreiwillige Variation in der Kupfer- 
konzentration, und wir untersuchten deshalb dieses Verhaltnis. 


6. Anderungen in der Kupferkonzentration. 

Die héchste Kupferkonzentration, mit welcher wir Untersuchungen 
angestellt haben, ist die im Standardversuch angegebene, namlich im 
ganzen 16.10-4mg metallisches Kupfer in der ganzen Reaktions- 
mischung, und die kleinste war zehnmal so klein, also 1,6. 10-4 mg 
metallisches Cu. Hier zwischen haben wir Untersuchungsreihen mit 
3,2. 1074, 4,8. 10-4, 6,4. 10-4, 8. 10-4, 9.6. 10-4 und 12. 10-4 mg 
metallisches Kupfer. 

Die Versuchsresultate in Kubikmillimetern sind nach einer Versuchs- 
zeit von 30 Minuten erhalten und unten angefiihrt. 














1,6.10-4 mg 3,2.10-4 mg 4,.8.10-4 mg 64.10-4 me 
emm 0» emm O» emm Op» emm ¢), 
71,5 38, 65.3 53,8 
68,1 70,2 76,3 49,5 
45,5 59,9 65,7 44.8 
56,8 75,5 62,0 62,4 
69,8 55,2 55,7 45,1 
70,5 70,9 70,2 
42.0 36,9 
58,1 60,4 
Durchsehnitt : 

60,3 61,7 65,0 52,9 
8.10-4 mg 9,6.10-4 mg 12,8.10-4 mg 16 .10-4 mg 
emm Og emm 0, emm O» emm 0, 
104,9 64,8 86,2 99,6 
13,8 87,3 105,0 97,9 
99,4 66,7 101,7 107,9 
102,7 84,7 90,4 64,7 
97,1 79,6 86,7 94,7 
94,5 64,5 89,0 91,2 
101,0 67,1 92.3 
94,5 85,6 91,5 

95,4 96,0 

68,3 58,5 

67,2 96,8 

79,4 88,4 

76,4 

77,4 

95,0 

93.5 

Durchschnitt: 
99,7 75,9 93,2 88,9 
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Der Grund dafiir, daB an einigen Stellen mehrere, an anderen 
weniger Versuche vorgenommen worden sind, ist der, daB man dadurch 
am besten einen Eindruck bekommt, wie scheinbar regellos und zufallig 
diese Oxydationen verlaufen sind, und man kann ebenfalls sehen, daB, 
falls man ein wenig Glick hat und geniigend wenige Bestimmungen 
vornimmt, man sehr gut scheinbar befriedigende Resultate erreichen 
kann. 

Vergleichshalber sind die Resultate in Abb. 10 graphisch dargestellt, 
und zwar zeigen sie mit iiberwaltigender Deutlichkeit die Zufalligkeit, 
die beziiglich dessen herrscht, welches Resultat man erreicht und welch 
auBerordentlich kleine Rolle die Kupfermenge spielt; man sieht sogar, 
daB verschiedene der Resultate, die wir mit einer Kupfermenge von 
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Pu = 7,64: 20°C. 7,5mg Cysteinhydrochlorid. 
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1,6. 10-4 mg erzielten, héher sind als die niedrigsten, die wir mit einer 
zehnmal gréBeren Kupfermenge erzielten. 

Nach diesen Resultaten hielten wir es fiir ziemlich aussichtslos, 
das von Warburg angegebene Prinzip fiir quantitative Kupfer- 
bestimmung zu verwenden. Wir wollten jedoch jetzt auch  priifen, 
wie sich die Verhaltnisse bei der Selbstoxydation des Cysteinchlorhydrats 
gestalten. 

7. Die Selbstoxydation des Cysteins. 


Nach Warburg soll die Selbstoxydation, wenn man das Cystein 
nach der von ihm angegebenen Methode reinigt, sehr gering sein, und 
sie soll ebenfalls nach geraden Linien vor sich gehen. Wir haben ver- 
schiedene Praparate untersucht, teils eine Probe von Kahlbaums 
reinstem Cysteinchlorhydrat (nach Warburg hergestellt), teils etwas 
reines Cysteinchlorhydrat von der Firma Fraenkel & Landau in Berlin. 
SchlieBlich haben wir selbst das letzte Cysteinchlorhydrat nach der 
Vorschrift von Warburg mit chemisch reinem Aceton gereinigt, und mit 
dieser Zubereitung haben wir die meisten unserer Versuche durchgefihrt. 

Urspriinglich waren wir der Meinung, die Einfliisse der variierenden 
Selbstoxydationsgeschwindigkeiten dadurch aufgehoben zu haben, dal 
wir in jedem einzelnen Versuch eine ebenso grobe Cysteinmenge ohne 
den Kupferkatalysator in der zweiten Halfte des Apparats oxydieren 
lieBen, so daB man am Manometer nur die Sauerstoffabsorption, 
die von der katalytischen Wirkung des Kupfers bedingt war, zu sehen 
bekam. 

Die untenstehenden Versuchsresultate werden aber zeigen, daB, 
selbst wenn man zwei Versuche, wo das Cystein fiir beide Versuche 
von derselben Cysteinchlorhydratlésung genommen ist, unmittelbar 
nacheinander vornimmt und die Versuche sich gleichzeitig und unter 
genau denselben Bedingungen abspielen, man nur ausnahmsweise 
ungefahr gleiche Resultate und ab und zu Resultate erzielen wird, 
die iiberaus stark von der Norm abweichen. Die Versuche wurden so 
angestellt, da wir im Analysenbehalter die gewéhnliche Reaktions- 
mischung von pu = 7,64, aber ohne die tibliche Kupfersulfatlésung 
hatten: im Kontrollbehalter waren 2,3 ccm redestilliertes Wasser. Die 
Versuchszeit war dieselbe wie bei den iibrigen Versuchen, mit Ablesung 
nach 10, 20 und 30 Minuten, und vor dem Versuch selbst lie man eben- 
falls wie gewohnlich, um eventuelle Temperaturunterschiede auszu- 
gleichen, die Apparate 10 Minuten bei 20° im Wasserbad verweilen. 

Mit dem nach Warburg praparierten Cysteinchlorhydrat von 
Kahlbaum erhielt man nach 30 Minuten und in Kubikmillimeter 0, 


gemessen : 


10,9 22,5 11,2 10,7 14.3 
12,0 14,0 15,4 9.6 9.6 








pmemrenet 
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Hier, wie in unseren anderen Tabellen, sind die Zahlen waagerecht 
aufgefiihrt in der Reihenfolge, in welcher die Versuche unternommen 
wurden. 

Durchschnitt: 13,0 ¢mm Og. 
Maximalabweichung hiervon nach oben: 22.5 — 13 9,5; d: h. 73,1 %. 
Maximalabweichung hiervon nach unten: 13,0 9,6 3,4; d. h. 26,2 %. 

Es besteht hier also eine Abweichung vom Durchschnitt von 99,3)! 

Beim Untersuchen des Cysteinchlorhydrats, das wir von der Firma 
Fraenkel & Landau erhielten, erzielten wir folgende etwas héhere absolute 
Resultate (30 Minuten, Kubikmillimeter O,): 

29,7 19.6 21,2 17,3 
30,3 23,4 38.5 35,2 
Durchschnitt: 26,9 e¢mm Og. 


Maximalabweichung hiervon nach oben: 38.5 26.9 11,6; d. h. 43,1 °%. 
Maximalabweichung hiervon nach unten: 26,9 17,3 9,6; d. h. 35,7 °. 

Bei diesen Resultaten ist also eine Abweichung vom Durchschnitt von 
78,8%. 

SchlieBlich untersuchten wir dieses letzte Cysteinchlorhydrat, nachdem 
wir es nach der Anweisung Warburgs dadurch gereinigt hatten, daB wir 
es wiederholt in chemisch reinem Aceton aufschlemmten, mit dem Aceton 
im Mérser fein zerteilten und schlieBlich nachher sorgfaltig im Vakuum 
trockneten. Hier erhielten wir folgende Resultate (30 Minuten, Kubik- 
millimeter Og): 

68,0 24.9 25,2 24,8 24,4 
49,3 30,3 24,1 31,5 18,9 


Durchschnitt: 32,1 emm Oy. 


Maximalabweichung hiervon nach oben: 68,0 — 32,1 = 35,9; d. bh. L11,8°,. 
Maximalabweichung hiervon nach unten: 32,1 —18,9 = 13,2; d. h. 41,1 °,. 


Hier ist also eine Abweichung vom Durchschnitt von 152,9°%,. 


Nach diesen Resultaten zu urteilen, kann die Reinigung von 
schweren Metallen mit chemisch reinem Aceton kaum eine besonders 
groBe Wirkung gehabt haben. 

Wie man ersieht, besteht kein prinzipieller Unterschied zwischen 
den drei Selbstoxydationskurven, und wenn auch die absoluten Zahlen 
etwas kleinere sind fiir die Kurven der Praparation von Kahlbaum, 
so ist auch hier ein so groBes SpreiBen der Kurven, daB die Ursache 
dafiir sicher nicht allein eine fehlerhafte Reinigung des Cystein’s von 
schweren Metallen ist, sondern daB die eigentliche Ursache der Willkiir- 
lichkeiten und Regellosigkeiten dieser Oxydation wahrscheinlich in 
dem Verhalten des Cysteinchlorhydrats selbst waihrend der Oxydation 


liegen muB. 


8S. Wasserstoffsuperoxydspaltungen. 


Bei Durchsicht der Literatur tiber die Oxydation des Cysteins 
haben wir gefunden, daB gewisse Forscher, unter anderen WM. Dixon 
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und H. £. Tunnicliffe! die Anschauung hatten, das Wasserstoffsuper- 
oxyd, H,O,, bei der Oxydation des Cysteins zu Cystin gebildet werden 
sollte. Falls diese Forscher hierin Recht haben, muBte man vermuten, 
daB Wasserstoffsuperoxyd gespalten und Sauerstoff abgegeben wiirde. 
was sich durch die Manometerausschlige zu erkennen geben wiirde. 
Wir haben uns deshalb gedacht, daB dieses Verhaltnis méglicherweise 
die Ursache der von uns nachgewiesenen groBen Unregelmabigkeiten 
bei der Oxydation des Cysteins ist. Als wir den Verdacht bekamen, 
daB Wasserstoffsuperoxyd wahrend des Oxydationsprozesses entstehen 
kénnte, setzten wir unserer gewohnlichen Reaktionsmischung (siehe 
den ,,Standardversuch) den Wasserstoffsuperoxydstabilisator Acet- 
anilid zu; wir beobachteten aber hierbei keine Anderung der ge- 
wohnlichen Verhaltnisse. 

Ubrigens haben wir auch Cystin zu der Reaktionsmischung 
zugesetzt, ohne jedoch andere Resultate zu erzielen. 


Wasserstoffsuperoxyd ist jedoch, ebenso wie Cystein, stabil bei 
saurer Reaktion und nicht stabil bei alkalischer Reaktion: wir vermibten 
aber eine nihere Angabe des Zusammenhanges zwischen der Spaltungs- 
geschwindigkeit des Wasserstoffsuperoxyds und der H -lonenkonzen- 
tration. Es gelang uns aber nicht, trotz eingehender Durchsicht der 
Literatur, iiber Wasserstoffsuperoxyd und seine Spaltungs- und Stabili- 
tatsverhaltnisse einen auch nur einigermaBen genauen Nachweis des oben- 
erwahnten Zusammenhanges zu finden. Wir entschlossen uns dann, selbst 
eine Untersuchung dieser Verhaltnisse vorzunehmen, und ganz natiirlich 
stellten wir diese Untersuchungen mit derselben H’-Ionenkonzentration 
an, die wir bei unseren Untersuchungen der Oxydation des Cysteins 
benutzt hatten. Wir gingen dann an die Messung der Sauerstoffentwick- 
lung, die bei diesen verschiedenen H’-lonenkonzentrationen in dem 
Kroghschen Mikrorespirationsapparat vor sich ging, wenn wir 0,3 ccm 
von Mercks Praparat, ,,Perhydrol, verwandten, das aus chemisch 
reinem Wasserstoffsuperoxyd bestehen soll, ohne Zusitze zwecks 
Stabilisierung. 

Es gelang uns aber nicht, innerhalb unserer gewéhnlichen Ver- 
suchszeit von 30 Minuten eine meBbare Sauerstoffabspaltung zu 
erreichen, ausgenommen mit pu = 8,0, wo wir einige ganz kleine, 
auBerordentlich unregelmaBige Zahlen erhielten. 

Wir kamen dann auf den Gedanken, den Reaktionsmischungen 
einen Katalysator zuzusetzen, um die Spaltung zu fordern, und es 
gelang uns auch, durch die Zusetzung von 0,2 mg metallischem Kupfer, 
in der Form von 0,1 cem einer Lésung von CuSO,.5 H,O, Sauerstoff- 


M. Dixon u. H. E. Tunnicliffe, Biochem. J. 21, 844, 1927. 
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abspaltungen von einer GréBe, die der Kapazitat der Apparate ent- 
sprach, zu erreichen. 

Die Versuchsbedingungen waren also folgende: 

Der groBe Analysenbehdlter enthielt: 

1. 2cem 0,2 mol. Natriumpyrophosphatlésung mit gegebenem pu. 

2. 0.leem CuSO,.5H,O-Lésung, 0,2 mg metallischem Kupfer 
entsprechend. 

3. Zwei kleine Glasperlen. 

Der kleine Analysenbehalter enthielt 0,3 ccem Perhydrol, das 
mittels eines kleinen Filtrierpapierdochtes in den groBen Analysen- 
behalter herunterlaufen kann, wenn die Behalter umgekippt werden. 

Die Kontrollbehalter enthielten 2,5 com Wasser und zwei Glasperlen. 

Sobald das Perhydrol in die kleinen Analysenbehalter gegeben 
war (auch hier arbeiteten wir in der Regel mit zwei Apparaten gleich- 
zeitig), brachten wir die Apparate in ein Wasserbad von 20° und lieBen 
sie 10 Minuten lang 240mal in der Minute hin und her schiitteln, damit 
die Behalter die Temperatur des Wasserbades annihmen. Danach 
haben wir die Apparate geschlossen, abgelesen und wieder im 
Wasserbad geschiittelt. Dann lasen wir die Apparate wieder ab, um 
sicher zu sein, daB nicht bereits jetzt etwas Wasserstoffsuperoxyd 
in einen der groben Behalter geschiittelt worden war und die Spaltung 
hiervon begonnen war. Nach dieser Ablesung kippten wir die Analysen- 
behalter um, so daB das Perhydrol quantitativ so weit als méglich in die 
vorhandene Pufferlésung herunterlief, und nach Schiitteln von 1 Minute 
nahmen wir die erste giltige Ablesung vor, die die wirkliche Versuchs- 
periode von 30 Minuten einleitete. 

Wie gewohnlich machten wir in dieser auch Ablesungen nach Verlauf 


von 10 und 20 Minuten. 
_ Mit einer Pufferlésung von pa = 6,66 erhielten wir folgende Resultate 


(Kubikmillimeter O,, nach 30 Minuten): 
13,5 21.0 13,7 16,1 14,4 14,0 
Durchschnitt: 17,1 emm Og. 
Mit Pufferlésung von py = 7.0 wurden die Resultate wie folgt (Kubik- 
millimeter O,, 30 Minuten): 
19.1 18,7 21,4 16,3 19,7 19,0 
Durchschnitt: 19,0 emm Og. 
Mit pu = 7,33 erzielten wir (Kubikmillimeter O,, 30 Minuten): 
33.8 10,8 27.3 23,8 8.7 
Durchschnitt: 20,8cemm Og. 
Mit Pufferlésung py 7,64 erzielten wir folgende Zahlen (Kubik- 
millimeter O,, 30 Minuten): 
28.8 27,2 38,3 25,0 32,0 33.6 


Durchschnitt: 30,8emm Ox. 
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SchheBtich zeigten die Manometer mit px 8.0 folgende Ausschlage 
(Kubikmillimeter O,, nach 30 Minuten): 
95,9 56,1 130.7 82,3 152,2 Std 


Durchschnitt: 1OO.6emm Og. 
In Abb. 11 ist eine UChersicht iiber diese Verhaltnisse gegeben, 
entsprechend Abb. 5 beziiglich des Cysteinhydrochlorids, indem dice 
Durchschnittszahl und der maximale und minimale Wert bei jedem py 
angegeben und diese durch Kurven verbunden sind. Wie man sieht, 
besteht eine nicht geringe Ahnlichkeit zwischen dem Aussehen der 
Durchschnittskurven, indem beide innerhalb 
des untersuchten Gebietes ihre Héhepunkte °”@ 
bei pu = 8.0 haben, und ebenfalls sinken 
heide asymptotisch nach der sauren Seite. 
Dieses Verhalten weist sehr stark 
darauf hin, daB zwischen der Oxydation _.. 
des Sauerstoffs und der Bildung von 
Wasserstoffsuperoxyd ein Zusammenhang = 
besteht, und das diese die eigentliche ; 
Ursache der groBen Abweichung der Resultate —_,,, 
bildet, die man erhalt, gleichgiltig, mit -_— 


welchem px man arbeitet: wie friiher be- 4, 4 








: . . ——— 
merkt, ist die prozentuale Abweichung | 
doch kleiner gegen die saure Seite der al <5 —y 
“ ‘ ; (nr ehh 
Kurve als gegen die basische, was ja 
' Abb. 11. 
mit dem Verhalten der Wasserstoffsuper- (yersicnt iver H.0.-Spaltung. 


oxydspaltung tiberaus gut itibereinstimmt. 

Aus den obenstehenden Versuchen scheint unmittelbar hervor- 
zugehen, daB die Cysteinmethode, gleichgiltig unter welchen Ver- 
haltnissen, sich nicht fiir die quantitative Messung minimaler Kupfer- 
mengen eignet, indem die Grundlage der Methode, das Cysteinhydro- 
chlorid, in sich selbst die Ursache des groben Unterschiedes der Aus- 
schlage ist. die man bei dem Zusatz derselben Menge von Kupfer- 
katalysator in einer Versuchsreihe erhalt. 

Zugleich scheint daraus hervorzugehen, da# die Méglichkeit nicht 
von der Hand zu weisen ist. daB die Ursache dieser Launenhaftigkeit 
des Cysteinhydrochlorids wahrend des Oxydationsprozesses die ist, 
daB gleichzeitig eine Bildung von Wasserstoffsuperoxyd stattfinden 
kann. 

9%. Zusammenfassung. 


1. Bei den Standardversuchen, die als Grundlage der quantitativen 
Kupferbestimmung dienen sollten, die fiir unseren Zweck eine Ab- 
weichung von héchstens 10°, haben dirfte, sind in zwei Versuchsserien 
maximale Abweichungen von 58,8°,, bzw. 55,6°, gefunden worden. 
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2. Versuche mit anderen H’-Jenenkonzentrationen zeigten folgende 
Resultate : 


PH 6,66: maximale Abweichungen vom Durehschnitt von 24.9°,, 
Pu = 7,00: 7 js " g . 53,0°,. 
PH 7.33: oi te ” ee ~~ waes, 
PH 7.64: i ‘ng * ps » 58,8°% 
Pu 8,00: a + oe re ~ 48% 


3. Versuche mit verschiedenen Cysteinmengen zeigten folgende 
Durchschnittswerte : 


mit 2,5mg Cysteinhydrochlorid: 12,4¢mm O, in 30 Minuten 
) 


5,0 7 73,1 ., Og .. 30 
45D 5 “ 97,3 ., Qs ,. 30 
10,0. ., ss 926 ., Oy » 30 
o. BBS es ie ask. Q » B 


Also kénnen die Abweichungen kaum von Fehlern bei der Abmessung 
der Cysteinmengen herriihren. 

4. Versuche mit verschiedenen Kupferkonzentrationen ergaben folgende 
Durchschnittswerte : 

1.6.10-*mg Cu: 60,3emm O,; 3,2. 10-?* mg Cu: 61.7¢mm O, 

4,.8.10-4 ., Cu: 65,0 ., O,; 64.10- ,, Cu: 52,9) ,. Oy, 

8,0.10-* ,, Cu: 99,7 ,, Oss 9,6.30- ,, Cu: 75,9 ,, Og 

12,0.10-* ,, Cu: 93,2 ,, O,; 16,0.10-* ,, Cu: 88,9 ,, O, 

Man fand ferner, daB verschiedene von den Resultaten, die man 
mit einer Kupfermenge von ],6.10°4 mg Cu erzielte, héher waren als die 
niedrigsten, die man mit einer zehnmal gr6Beren Kupfermenge bekam. 

5. Bei Untersuchung der Selbstorydation des Cysteins haben wir 
folgende maximale Abweichungen bei drei verschiedenen Cysteinproben 
gefunden: 

Kahklbawms Cystein, nach Warburg gereinigt . . . . . . .) 993°, 
Freankel & Landaus Cystein, nicht behandelt . . . . . . .) 78.8% 
dasselbe nach Acetonreinigung. . . . . . 2. 6. ee eee 152,9% 

Hiernach kann kein Zweifel bestehen, daB die Ursache der starken 
Abweichungen eine Eigenschaft des Cysteins selbst ist und nicht auf 
technische Mangel bei den Versuchen zuriickzufiihren ist. 

6. Die Darstellung einer Kurve tiber die Abhdangigkeit der Spaltung 
des Wassersto{fsuperoxyds von der H'-Ionenkonzentration zeigt Ahnlich- 
keit mit der entsprechenden Cysteinhydrochlorid-Oxydationskurve und 
macht die Theorie wahrscheinlich, da die Ursache des launenhaften 
Verhaltens des Cysteins wahrend der Oxydation cine gleichzeitige 
Bildung von Wasserstoffsuperoxyd ist. 
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Einflu6 des Prolans auf die Magnesiumbilanz 
und auf den Magnesiumgehalt verschiedener Organe. 
Von 
L. Cannavé und R. Indovina. 

(Aus der Medizinischen Universitatsklinik, Palermo.) 


(Eingegangen am 25, Februar 1933.) 


In Fortsetzung unserer Untersuchungen tiber den EinfluB des 
Prolans auf den Mg-Stoffwechsel haben wir die Veranderungen der 
Mg-Bilanz und des Mg-Gehaltes verschiedener Organe unter dem Ein- 
fluB der Darreichung des Hormonkomplexes des Hypophysenvorder- 
lappens untersucht. 

Zu unseren Versuchen verwandten wir ausgewachsene Kaninchen, von 
denen einige der Behandlung mit Prolan unterworfen wurden, andere als 
Kontrolltiere in derselben Umgebung und unter denselben Ernahrungs- 
bedingungen gehalten wurden. Nachdem wir 8 Tage lang die Mg-Bilanz 
durch Bestimmung des in dem verfiitterten Gemiise enthaltenen und des 
im Harn und in den Fazes ausgeschiedenen Mg ermittel hatten, begannen 
wir mit der Darreichung von Prolan, von dem an acht aufeinander folgenden 
Tagen 100 Einheiten am Tage intramuskular injiziert wurden, wobei wir 
die Bilanzbeobachtung fortsetzten. Von den Prolantieren wurden einige 
sofort nach Ablauf dieses Prolanzyklus getétet, bei den anderen indessen 
wurde die Bilanz noch einige Tage lang nach Unterbrechung der Dar- 
reichung des Hormonkomplexes verfolgt, worauf auch diese get6tet wurden. 

In beiden Reihen von Prolankaninchen wurde der Mg-Gehalt 
verschiedener Organe bestimmt und mit dem der Kontrolltiere verglichen. 

Die Bestimmung des Mg sowohl im Harn und in den Fazes, wie auch 
in den Organen wurde in der Asche ausgefiihrt, wobei wir uns der Methode 
von Schmitz bedienten. 

Um eventuelle Beziehungen zwischen Magnesiamie und Veranderungen 
des Mg-Stoffwechsels festzustellen, haben wir durch Bestimmungen, cie 
alle 4 bis 5 Tage wiederholt wurden, den Gehalt des Blutserums an My 
festgestellt. 

Die Resultate der von uns auf diese Weise ausgefiihrten Versuche 
sind aus der beigefiigten Tabelle I zu entnehmen; wahrend sie einerseits 
die von uns schon angedeutete Erscheinung der durch Prolan bewirkten 
Hypermagnesiamie bestatigen, kann man daraus ersehen, wie gering 
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der EinfluB des Prolans auf die Ausscheidung des Mg ist. In allen 
Fallen ist tatsichlich die Ausscheidung dieses Elektrolyten nur wenig 
durch die Prolandarreichung beeinfluBt. Nur bei den Tieren, bei denen 
die Hypermagnesiamie starker und linger andauernd war, ist eine 
ziemlich geringfiigige Vermehrung der Ausscheidung des Mg im Harn 
wahrnehmbar. Diese Erscheinung liBt sich nur auf eine Weise erklaren, 
daB naimlich das Mg unter dem EinfluB des Prolans im Blutplasma 
eine Zunahme erfahrt in Form einer Verbindung, die mehr oder weniger 
lange im Blutplasma zuriickgehalten, die Nierensperre nicht leicht 
iiberwindet. In Ubereinstimmung mit der Behauptung von Meneghetti 
beziiglich der Existenz von Phosphorkohlenstoffverbindungen im Blute 
dirfte eine solehe Form ziemlich wahrscheinlich ein Phosphorcarbonat 
sein. Unsere Hypothese wird noch wahrscheinlicher, wenn man bedenkt. 
daB gleichzeitig mit dem Mg der anorganische Phosphor im Blute eine 
Zunahme zeigt, und da eine solche ebenfalls standige und mehr oder 
weniger betrachtliche Zunahme doch nicht geniigen wiirde, um ein 
Ansteigen des Mg in Form von Phosphat zu erkliren. Die Mg-Ionen, 
die im Blutplasma zunehmen, stammen aus den Geweben. Der Mg- 
Gehalt der Gewebe scheint tatsichlich bei den langere Zeit mit Prolan 
behandelten Tieren ziemlich vermindert gegen die Kontrolltiere. Diese 
Verminderung ist am merklichsten in der Niere und in der Lunge. 


Tabelle II. 


Mg-Gehalt der Organe der Prolantiere bzw. der Kontrolltiere. 
Die Werte sind in Milligramm auf 100 cem der frischen Substanz angegeben. 





Mittel: Mittel: 
Organ Kontrollkaninchen Prolankaninchen Kontroll- Prolan- 
kaninchen | kaninchen 


Gehirn ..... 9,94 7,27 3,45 8,16 8,60 5,88 
Muskel. ...... | 24,58 24.42 36,29 20,60 24,50 30,00 
Blutkorper . 2... 3,18 2,70 2,45 3,00 2,94 2,61 
Blutserum. . ... 2,76 2,48 7,49 9,36 2,62 8,23 
Nieme. . . 1.22 sl See 80,55 49,92 32.45 85,45 49,44 
Leber da eosa « |) oe 40,05 27.61 39,04 36,41 35,35 
OO ee ae 6,74 9,42 11,92 4,51 8,08 6.91 
Lunge ....... ) 42,75 56,29 20,41 27,11 49,52 26,53 
rea 18,00 35,20 36,46 — 26,60 31,10 
Mewt........ |) GEO 42.72 68,39 a 53,39 54.92 
Knochen (Schienbein) 43.38 45,00 55,78 41.40 44,19 46,85 
Literatur. 

Cannav6, diese Zeitschr. 245, 234, 1932; Riforma Medica 1933, p. 401. 

Cannaroé u. Indovina, diese Zeitschr. 250, 405, 1932. — Novi, Arch. Ital. 

de Biol. 58, 333, 1912. — Aloy, Thése de Toulouse 1897; C.r. Soc. Biol. 54. 


604, 1902. — Javillier, Bull. de la Soc. de Chim. Biol. 1930. 
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\l t 
Kontrollkaninchen 
1 2 j 
Magnesium Magnesium Magnesium M 
ausgeschieden ausgeschieden iusg en 
—_ eln- eln- 
eingefihrt vefiihrt geftihrt 
in den in den den 
im Harn . im Harn , m Hart 
Fiizes Fiazes Fizes 
my me mg my me my mg mg mn m 
175 71,27 27 205 127,33 32 280) 178,68 36 228 113,92 42 rs i . 
175 69,32 27 205 112,25 32 250) 154.50 42 228 LIS.90 } ss an 0) 
175 80,83 27 205 81,79 32 280) 264,51 38 28 [18.72 is s Is 
' 
175 99,06 27 205 51,39 32 280) 142,53 58 228 114,19 s rs 610 x0) 
175 107,27 35 205 96,37 32 250) 135.99 42 225 129.1 rl s Li ' Ss 
175 173,00 35 205 85.19 32 280) 171,85 69 228 73.69 iI s I { ; ys 
175 69,00 35 205 65.55 38 280) 72.32 112 228 S614 I s 5 | si) 
Oe = > - -- ‘ 9 4 - - | 
175 71,28 28 205 77,49 a5 280 45.44 ii 228 Q7.10 M7 ys ‘ } St) 
175 59,33 28 205 71,57 38 280 «182,37 38 228 106.12 rs s, ~ F & 
175 91,27 28 205 3,15 32 280 76.54 3h 228 112,00 2s 112.1 ' s 
175 $932 28 205 61,27 $2 280) $4.55 i) 258 121.05 iv s no ; i An) 
175 97,22 33 205 70,34 32 280) 254,72 61 228 96H.15 v2 = 
175 61,07 33 295 76.14 52 228 100,03 / | yi) 
175 63.25 33 — 225 100.038 4 
175 $2.76 33 25 
ttel: 175 84,38 29.8 205 79,29 3.38 280 147.0 7) 228 14 ) ‘ , ' A 
nz: 175 — 114.8 + 60,82 205 112.67 + 92,35 289 — 202,08 + 77.92 228 4.27 7 ‘ i) ‘ . 
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fiv -echsel unter dem EinfluB des Prolans. 
— , 
Mit P in behandelte Kanine 
Ma gnesium Magnesiun Magnesiur 
susgeschiede Bemerkungen isgeschieds - “ 
in de —— n det se i 
1 Harn m Harr m : 
Fazes raZzes raZzes 
mg my Wig & ny yy L gz 
60.04 4h vor det 205 126,07 28 IO 5.07 it} 
aes Prolan- e x } ie } 
1§35.395 4? larreichung QOS 171.14 2s I tl IND 97,63 Hy ' 
‘ ‘ ? | lary } 

53934 31 205 163,15 2s J 29 96.0 a 
15.93 27 205 19.27 iS 20D 115.67 27 
67,70 45 Prolan 205 133,15 38 205 O1.68 27 

10) Einheiten 

20,16 60 taglich 205 165,70 3S ' 205 121,15 27 
24.06 38 205 171.25 32 100 Einheiter 205 170.47 27 
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135,24 45.5 205 153,80 34.57 205 25.61 2.57 
LSO0.74 + 99,26 205 — 168.37 37.63 205 Lds.1S + 45.52 
Nach der Prolandarreichung. 
201,98 43,6 205 92.93 30.00 205 LOS.5Y 56.09 
245.58 - 34,42 205 112.93 + 92.07 205 164.59 + 30.41 
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Die lyotrope Reihe bei der Quellung und ihre Ausbreitung auf 
organische, auch nicht ionisierende Substanzen'. 


VIL. Mitteilung: 
Uber den Einflu8 von normalen aliphatischen und von alieyelischen Ver- 
bindungen mit einer hydrophilen Gruppe auf die Quellung von Starke 
( Kartoffelstirke)*. 


Von 
J. R. Katz, F. J. F. Musehter jr. und A. Weidinger. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Amsterdam. ) 
(Eingegangen am 25, Februar 1933.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


1. Normale Fettsiuren, 


Zur Untersuchung kamen die normalen Fettsaiuren mit ein bis 
neun Kohlenstoffatomen, die Laurinsiure (C,,) und die Stearinsaure 
(C,g). Alle diese Substanzen wurden als Natriumsalze untersucht, 
wobei sorgfailtig kontrolliert wurde, daB das py der Lésungen vor der 
Verkleisterung 6,7 bis 6,8 betragt und sich durch die untersuchte Ver- 
kleisterung nicht dindert®. Diese Vorsorge ist bei schwachen Sauren 
besonders notwendig, da wie wir in einer spiteren Abhandlung der 
Reihe sehen werden verdiinnte Lésungen von NaOH die Ver- 
kleisterungstemperatur stark heruntersetzen. 

Es ist nicht leicht, die oben genannten Fettsiuren in wirklich 
reinem Zustande zu bekommen. Besonders n Butterséure und n Capron- 
siure enthalten haufig Verunreinigungen, die durch  fraktionierte 


! Abhandlungen I, Il, III, [1V., V. VI. siehe diese Zeitschr. 257, 385 
u. 397; 259, 76, 191 u. 223; 261, 15, 1933. 

2 In abgekiirzter Form vorgetragen in der Versammlung der Abteilung 
Kolloidchemie des Vereins Niederlandischer Chemiker am 28. Mai zu 
Amsterdam und im Kolloquium des Kaiser Wilhelm-Instituts fiir physika- 
lische Chemie zu Berlin-Dahlem am 18. Juli 1932. 

3 Bei Laurinséure und Stearinséure wird bei viel weniger als der aqui- 
valenten Menge NaOH ein py von 6,7 bis 6,8 erreicht. 
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48 J.R. Katz, F. J. F. Muschter jr. u. A. Weidinger: 


Destillation schwer zu entfernen sind. Wir sind von mdglichst reinen 
Sauren des Handels ausgegangen und haben dieselben, wo nétig, so 
gut wie moglich gereinigt. Aber der Reinheitsgrad war noch nicht so 
groB, wie wir uns wiinschen méchten 

Die folgenden Kurven haben wir fiir den EinfluB der molaren 
Konzentration auf die Verkleisterungstemperatur erhalten (Abb. 1). 
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Abb. 1. 
Einfilufs der Kettenlange bei normalen fettsauren Salzen. 


Ersichtlich ist die Wirkung um so starker, je langer die Kohlen- 
wasserstoffkette. Die Traubesche Regel ist aber nicht erfiillt. Die 
héheren Fettsiuren wirken in aquimolekularen Lésungen bedeutend 
stirker als Rhodanide und Jodide!. In Gramm pro Liter ausgedriickt 
‘wirken sie noch starker als Rhodanide in gleich konzentrierten 
Lésungen, obwohl der Unterschied nicht so groB ist. DaB Seifen so 
besonders stark wirken, weist wiederum auf eine Oberflichenwirkung 
hin; wie aber diese Oberflichenwirkung zu der QuellungserhGhung 
fiihrt, ist das subtile kolloidchemische Problem, das wir zu lésen haben 
werden, sobald der Ausbau unserer Untersuchung in der Breite vollendet 
sein wird ?. 

Es mag niitzlich sein, diese Resultate mit den kapillaren und elektro- 
kapillaren Forschungsergebnissen zu vergleichen. Dort kehren die freien 
Sauren das positive Ende ihres Molekiils vom Wasser ab, wahrend sie das 
negative dem Wasser zuwenden; denn die Grenzschicht ladet sich, sowohl 


1 Siehe I. Abhandlung, diese Zeitschr. 257, 385, 1933, besonders S. 383. 
2 In Abhandlung I, Abschnitt 6, sind einige der méglichen Theorien 
vorlaufig angefiihrt worden. 
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Die lyotrope Reihe bei der Quellung. VII. 49 


bei Luft—Wasser, wie bei Quecksilber—Wasser, positiv aut. Langmuir 
nimmt an, daB bei kleinen Konzentrationen die Kohlenwasserstoffketten 
flach auf der Oberflache stehen, wahrend sie bei gréBeren Konzentrationen 
einen senkrechten Stand einnehmen. Bekanntlich hat Langmuir die Traube- 
sche Regel gerade aus diesem Flachliegen der Fettsduremolekiile in der 
Oberflache erklart'. Denn diese Erklarung lautet: zwischen je zwei aut- 
einanderfolgenden Stoffen einer homologen Reihe besteht ein konstanter 
Unterschied in den Arbeiten, die erforderlich sind, um ein Mol des kapillar- 
aktiven Stoffes aus der Oberflache in die Losung zu bringen, und zwar 
wiichst diese Arbeit um den konstanten Betrag beim Wachsen des Molekular- 
gewichtes. Dieses ist vielleicht am ehesten begreiflich, wenn alle Ketten 
in der gleichen Weise in der Oberflaiche gelagert sind *. 


2. Normale Alkylsulfosiuren. 


Zur Verfiigung standen Methan-, Athan-, Butan- und Heptan- 
sulfosiure. Auch diese wurden als Natriumsalze bei py — 6,7 bis 6,8 
untersucht, und auch hier wurde sorgfaltig darauf geachtet, daB das py 
sich bei der untersuchten Verkleisterung nicht geaindert hatte. Die 
Versuchsergebnisse sind in Abb. 2, oberer Teil, dargestellt worden®, 
Auch hier ist die quellungsférdernde Wirkung um so stirker, je langer 
die Kette. Die Erklarung und die Lagerung der Ketten in der Grenz- 
schicht sind denjenigen bei fettsauren Salzen ahnlich. 

3. Normale Alkylschwefelsiuren. 

Wir konnten dabei untersuchen Methyl-, Athyl-, Propyl-, n Buty]- 
und n Hexylschwefelsaiure, alle als Natriumsalze beim py = 6,7 bis 6,8, 
mit den oben genannten Vorsorgen*. Es mag kurz daran erinnert 
werden, daB die Alkylsulfosiuren die Formel CH,(CH,), 8O,H haben, 
die Alkylschwefelsiuren die Formel CH,(CH,),OSO,H. Die Er- 
gebnisse sind in Abb. 2, mittlerer Teil, dargestellt worden und_ sind 
aihnlich wie bei den Fettséuren und Alkylsulfosiuren. Nur liegen hier 
starkere Sauren vor; der mégliche EinfluB der hydrolytischen Dissoziation 
ist daher entsprechend geringer. Dennoch wird prinzipiell das gleiche 
Ergebnis gefunden?. 

1 J. Langmuir, J. Amer. Chem. Soc. 39, 1883, 1917; H. Freundlich, 
Kapillarchem., 3. Aufl., I. Teil, S. 883—85. 

2 H. Freundlich, 1.c. 8S. 85, FuBnote 1, bemerkt freilich dort, da die 
obengenannte Beziehung zwischen Arbeit und Lange der WKette auch aus 
viel allgemeineren Hypothesen erklarlich ware. 

3 Die Sulfosaiure C),.—C), des Handels gab zu unklare Losungen, um fiir 
die Untersuchung dienen zu kénnen. 

4 Die Alkylschwefelsiure C,,—C,, konnte aus ahnlichen Griinden wie 
die Sulfoséiure nicht untersucht werden. 

5 Bemerkenswert ist, daB das Na-Salz von n-Butylschwefelsdure 
deutlich schwacher quellungsf6rdernd wirkt als das Na-Salz von n-Butan- 
sulfosiure (Abb. 2). Der Unterschied ist ahnlich der starkeren quellungs- 
hemmenden Wirkung von Na-Sulfat, verglichen mit der von Natrium- 
sulfit (diese Zeitschr. 261, 16, 1933, Abb. 2). 


Biochemische Zeitschrift Band 261. 4 








50 J.R. Katz, F. J. F. Muschter jr. u. A. Weidinger: 





72 


68 + + 






— 


Na-Methansu/fonat 
se Wa-Atharnsis/Ponat 











52 . | | 
Na-Butansu/fonat 
a 
~oWa-Heptansu/tonat 
Wy a 08 72 16 20 2g 28 
——> Na-Methy/su/fat 
bu o—— Na -Athylsultat 






1 i Na- Propy’ /su JA ty ") 


56 +. _ L 
Na-Hexy/su/fat 


\ Na-Butylsulfat 








“1 Ow 7] a Ta 20 2 28 
pNa-Methylarsinat 
69 + 


67 






5 —__|—++- 


ade Butylarsinat ee 


| 











5; a 08 


Einflu8B von n-Alkylsulfonaten, 


Z 76 20 27 28 


G ” y 


Abb. 2. 


von n-Alkylsulfaten und von n-Alkylarsinaten. 





ao 2, 














Die lyotrope Reihe bei der Quellung. VII. ol 


4. Normale Alkylarsinsiiuren. 

Zwischen Methyl- und n_ Butylarsinsiure als Na-Salze bei 
pu = 6,7 bis 6,8 untersucht besteht ein ahnlicher Unterschied wie 
bei anderen normalen Sauren. Die Versuchsergebnisse sind in Abb. 2, 
unterer Teil, dargestellt worden. Leider standen uns hier nur zwei 
Verbindungen zur Verfiigung. 


+. Nichtionisierende normale Verbindungen. 


In Abb. 3 haben wir in drei Abteilungen die Versuchsergebnisse 
bei normalen nichtionisierenden Verbindungen zusammengestellt, und 
zwar von oben nach unten: a) Alkohole, b) Alkylcarbamate, c) Sdure- 


amide. 
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Abb. 3. 


Einflu8 von n-Alkoholen, von n-Alkylearbamaten und von n-Sdureamiden. 


Die Vergleichung von nichtionisierenden Verbindungen zeigt, daB 
dort die gleiche RegelmaBigkeit wie bei ionisierenden Substanzen 
besteht: je langer die Kette, um so stdrker die quellungsfirdernde Wirkung 
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(in Aquimolekularen Losungen untersucht). Bei diesen nicht ionisierenden 
Verbindungen ist die hydrolytische Dissoziation als mégliche Fehler- 
quelle ausgeschlossen; und dennoch wird prinzipiell das gleiche Ver- 
suchsergebnis gefunden wie dort. 


6. Alicyelische Verbindungen mit einer hydrophilen Gruppe und ihre 

Vergleichung mit den entsprechenden aromatischen Verbindungen. 

Zur Verfiigung standen uns hier die folgenden Cyclohexanverbin- 
dungen: Cyclohexancarbonsaure!, Cyclohexansulfosiure, Cyclohexanol 
und Cyclohexanon. Die Sauren wurden wiederum als Natriumsalze 
bei pu = 6,7 bis 6,8 untersucht. Die Versuchsergebnisse sind in Abb. 4 
vereinigt. Gestrichelt (- - - - - - ) sind in der gleichen Abbildung die ent- 
sprechenden aromatischen Verbindungen gezeichnet worden: Benzoe- 
siure, Benzolsulfosiure, Phenol (px = 6,7 bis 6,8*). Wie man sieht, 
wirken alle die untersuchten alicyclischen Verbindungen stark quellungs- 
fordernd. Diese Wirkung ist aber iiberall schwacher als bei den ent- 
sprechenden aromatischen Verbindungen. 
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Abb. 4. Abb. 5. 
EinfluB von Cyclohexanderivaten (verglichen EinfluB der partiellen 
mit dem der entsprechenden Benzolderi- Hydrierung bei 3-Naph- 
vate). thalinsulfonat. 


Um zu kontrollieren, ob letztgenannte Regel auch bei Naphthalin- 


sulfosiuren gilt, haben wir noch /-tetralinsulfosaures Natrium? ver- 


' Hexahydrobenzoesaure. 
* Bei Cyclohexanon gibt es bekanntlich keine entsprechende aromatische 


Verbindung. 


2 Majamin der Deutschen Hydrierwerke A.-G. 
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glichen mit f-naphthalinsulfosaurem Natrium (Abb. 5). Auch die 
Hydrierung des halben Kohlenwasserstoffrestes fiihrt daher zu einer 
kleinen Schwichung der quellungsférdernden Wirkung. 

Elektrokapillare Versuche iiber die Wirkung von. alicyclischien 
Verbindungen an den Grenzflichen Wasser-—Luft und Wasser—Queck- 
silber liegen leider noch nicht vor; eine Liicke, auf die es nutzlich sein 
mag die Aufmerksamkeit zu lenken. 

DaB aromatische Verbindungen mit einer hydrophilen Gruppe 
starker wirken als die entsprechenden alicyclischen Verbindungen, 
findet vielleicht seine Parallele in der wohlbekannten Tatsache, dab 
aromatische Substanzen starker zu der Bildung organischer Molekiil- 
verbindungen neigen als aliphatische und alicyclische!; dieser Unter- 
schied wird den Restvalenzen des Benzolringes zugeschrieben. —Doch 
ist der Zusammenhang zwischen Adsorbierbarkeit und Neigung zur 
Bildung von Additionsverbindungen kapillarchemisch noch so unklar, 
daB es schwer fallt, zu wissen, welche Bedeutung man ihr bei den uns 
interessierenden Fragen beimessen soll. 


7. Vorliufige Vergleichung von alicyelischen Verbindungen mit den ent- 
sprechenden normalen aliphatischen Verbindungen mit der gleichen Anzahl 
Kohlenstoffatomen. 


Wo wir in der VI. Abhandlung gesehen haben, dab bei den dort 
untersuchten aromatischen Substanzen — die Kettenlange eher als das 
Gewicht des Kohlenwasserstoffrestes die 
GréBe der quellungst6rdernden Wirkung 
bestimmt, da lohnt es sich, die ahnliche 
Frage in der Beziehung zwischen quellungs- 60 
fordernder Wirkung von alicyclischen und 
normalen aliphatischen Verbindungen zu 
studieren. Es lieBen sich vorlaufig leider 
nur vergleichen: Cyclohexancarbonsaure 
mit n Heptylsiure und Cyclopropan- 
carbonsaure mit n Buttersaéure (alles 5 
als Na-Salze bei py 6,7 bis 6,8). 
Abb. 6 zeigt das Ergebnis dieser Ver- 
gleichung; die verglichenen Verbindungen i 
normaler Kohlenwasserstoffe sind darin 
gestrichelt gezeichnet worden. Bei Cyclo- 

















hexancarbonsaure und n Hept ylsaure zeigt wy 

sich deutlich, daB die offene gestreckte 

Kette starker wirkt als die ringférmig ge- Na-Herahyaro- 
schlossene; ebenso wie bei den aroma- “0 "pecan! | 
tischen Verbindungen scheint daher die “ id 48 od 16 
Lange und nicht das Gewicht der mab- Abb. 6. 


Einflufi von alicyelischen Ver- 
bindungen, verglichen mit dem 
: der entsprechenden normalen 
gemeinern diirfen. aliphatischen Substanzen. 


gebende Faktor zu sein. Doch sind mehr 
Versuche notwendig, bevor wir verall- 


cd 


1 Siehe P. Pfeiffer. Org. Molekiilverbind., 2. Aufl., Stuttgart, F. Enke, 1927. 
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Am Schlusse dieser Abhandlung mége darauf hingewiesen werden, 
daB C. Neuberg im Jahre 1916 auf die verkleisternde Wirkung von 
amylschwefelsaurem Kalium und _ isovaleriansaurem Kalium _hin- 
gewiesen hat und diese Wirkung im AnschluB an die von ihm nach- 
gewiesenen Hydrotropie dieser Substanzen behandelt hat. Zu der von 
ihm als hydrotrop erkannten Substanzen gehéren manche Derivate 
normaler Kohlenwasserstoffe!. Unserer bisherigen Erfahrung nach ist 
die Beziehung zwischen Hydrotropie und quellungsférdernder Wirkung 
bei genauerer Analyse keine ganz einfache ; in einer spiteren Abhandlung 
dieser Reihe werden wir die Beziehung zwischen Hydrotropie und 
quellungsférdernder Wirkung ausfihrlich zu analysieren versuchen?. 

Die in der vorliegenden Abhandlung studierten Verbindungen stammten 
aus den folgenden Quellen: Schering-Kahlbaum: n Valerianséure, n Heptyl- 
saure, n Caprylsiure, Laurinsaure, n Hexylalkohol; Dr. Frdnkel und 
Dr. Landau: Pelargonséure, Methansulfosiure; Dr. Th. Schuchardt: n Ca- 
pronsdure, athansulfosaures Natrium, propylschwefelsaures Natrium, n Pro- 
pionamid, n Butyramid; Eastman Kodak Ltd.: n Butanarsinsaure, Propyl- 
carbamat, n Butylearbamat, n Valeramid, n Capronamid; Deutsche H ydrier- 
werke A.-G.: cyclohexansulfosaures Natrium, /-tetralinsulfosaures Natrium ; 
Rhone- Poulenc: Hexahydrobenzoeséure. (Cyclopropancarbonséure wurde 
uns von Herrn Prof. P. Lipp (Aachen) freundlichst iiberlassen. n Butan- 
sulfosiure und n Heptansulfoséure haben wir selber hergestellt aus den 
Merkaptanen, und zwar nach einer uns von der Eastman Kodak Ltd. tiber- 
mittelten Vorschrift®. Diese Merkaptane wurden von der Eastman Kodak 
Ltd. bezogen. n Butylschwefelsiure und n Hexylschwefelséure wurden nach 
der Vorschrift von Ad. Lieben und A. Rossi* dargestellt. 


1 C, Neuberg, diese Zeitschr. 76, 107, 1916. 

2? Hydrotrope Substanzen — es mag kurz in Erinnerung gebracht 
werden — erhdhen die Léslichkeit einer fremden Substanz in Wasser, 
quellungsfé6rdernde Substanzen erhéhen deren Quellungsfdahigkeit in Wasser. 

3 Die uns tibermittelte Vorschrift wurde im Chemischen Laboratorium 
der Stanford University, California, ausgearbeitet durch Kombination und 
Modifikation der Arbeitsmethoden folgender Literaturstellen: Reychler, 
Bull. Soe. chim. Belg. 27, 110, 217, 300, 1913; Norris, J. Chem. Soc. 121, 
2161, 1922; Williams, Dissertation, Stanford University. 

4 A. 165, 116, 1872. 
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Uber die Rolle des Eisens bei der alkoholischen Girung. 


Von 
Fritz Zuckerkandl und Luise Messiner-Klebermass. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 4. Marz 1933.) 


Wie einer von uns zeigen konnte, bewirkt auf Tierkohle nieder- 
geschlagenes unlésliches Eisenpyrophosphat Bildung von Methylglyoxal 
aus Glucose!. Diese desmolytische Eigenschaft der vollkommen 
neutralen Eisenverbindung veranlaBte uns, die zum ersten Male von 
Warburg behauptete Beteiligung des Eisens am Zymasekomplex und 
seine Mitwirkung bei der alkoholischen Gairung neuerlich in Erwaigung 
zu ziehen. 


Das Vorkommen von Pyrophosphat in Hefe wurde von Lohmann nach- 
gewiesen?. Es kommt daselbst in verhaltnismaBig reichlicher Menge vor 
und iibertrifft an Gehalt selbst den der quergestreiften Muskulatur. 

Den Eisengehalt der Hefe gibt Euler in Ubereinstimmung mit alteren 
Angaben mit durchschnittlich 0,056 bis 0,069 mg pro Gramm abgeprebte 
Hefe oder 0.2 mg pro Gramm Trockenhefe an*. Die Menge hdmochromogen- 
artig gebundenen Eisens berechnet Euler mit !/ 45 bis 1/,99 des Cesamt- 
eisens*, eine Ziffer, die hier zu niedrig gegriffen sein diirfte®. 

Hill® bestimmte das Eisen in Form seiner Komplexverbindung mit 
a, «!-Dipyridyl nach vorhergehender Behandlung der Hefe mit Natrium- 
bisulfit. Seine Werte betragen ein Drittel der von Euler angegebenen und 
diirften zu niedrig sein. Interessant ist die Behauptung Hills, dal das Eisen 
der Hefe ausschlieBlich in der Ferriform vorlege. 


! Erscheint demnachst. 

2 K. Lohmann, diese Zeitschr. 204. 164, 1928. 

3-H. von Kuler u. Hermann Fink, Zeitschr. f. physiol. Chem. 162, 
272. 1926; H. von Euler u. Ester Eriksson, ebenda 178, 39, 1928. 

4H. von Euler u. Hermann Fink, ebenda 169, 10, 1927. 

5 M.L. Anson u. A. E. Mirsky. J. gen. Phys. 12, 401, 1929. 

6 R. Hill, Chem. Centralbl. 1933, 1, 271; Proc. Roy. Soe. (B) 10%, 


205, 1932. 
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5b F. Zuckerkandl! u. L. Messiner-Klebermass : 


I. 

Um die Rolle des Eisens bei der alkohol’schen Girung nachweisen 
zu kénnen, muBte dasselbe ausgeschaltet und unwirksam gemacht 
werden. Dies konnte nur durch Komplexbildung versucht werden. 
Das Eisen muBte im Komplex vollstaéndig maskiert sein, um seine 
spezifischen Eigenschaften zu verlieren. AuBerdem durfte der komplex- 
bildende Partner kein Zellgift sein, der etwa die Garung der Hefe 
unspezifisch hemmte. 

Bei Durchsicht der Literatur stieBen wir auf die sehr bestandigen 
Ferrokomplexverbindungen des «, «’-Dipyridyls (I) und des «a, z’- 
Phenanthrolins (11), die erstmalig von Blau! beschrieben wurden. 
Wegen der uns leichteren Zuganglichkeit des Phenanthrolins haben 
wir vorlaufig diese Verbindung in Untersuchung gezogen. 

Blau beschreibt die Ferrophenanthrolinkomplexe folgendermaBen : 
Zusammensetzung: [Fe(C),yH,Ns)3| X_ (IIL), wobei XY, den Saurerest des 
angewandten Ferrosalzes bezeichnet. 


Xe 


Il. ITT. 

(Ebenso wie bei Hamin erscheint hier das Eisen komplex an Stickstoff 
gebunden®.) 

Die Verbindungen sind gr68tenteils wasserléslich und von tiefroter 
Farbung; Wolle wird echt angefarbt. 

Das Eisen ist auBerordentlich fest gebunden und durch Schwefel- 
alkalien nur sehr langsam spaltbar. Ebenso sind diese Verbindungen gegen 
Alkalien sehr bestandig. 

Von verdiinnten Saéuren werden sie in der Kalte sehr langsam an- 
gegriffen. Die Farbe verblaBt erst nach tagelangem Stehen. In der Hitze 
zersetzt verdiinnte Saéure rasch. Wird die Komplexbildung mit Phenan- 
throlin von vornherein in saurer Lésung vorgenommen, so scheint die 
Komplexbildung nicht so vollstandig zu sein wie in neutraler oder alkalischer 
Lésung. 

Gegen Oxydationsmittel ist Ferrophenanthrolin auBerordentlich be- 
standig. Selbst starkste Oxydationsmittel lésen das Eisen nicht aus dem 
Komplex heraus, sondern fiihren es in eine komplexe violettgefarbte Ferri- 
form iiber, welche mit den mildesten Reduktionsmitteln wieder in die be- 


! F. Blau, Monatshefte 19, 647, 1898. 
2S. auch W. Kiister, Zeitschr. f. physiol. Chem. 155, 157, 1924; 
W. Franke, A. 498, 129, 1932. 
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standige Ferreform iibergeht. Ferriverbindungen selbst geben mit x. 
a’-Phenanthrolin eine unstabile Komplexverbindung; die Loésungen bleiben 
farblos. 

Die komplexbildende FEigenschaft des «, «’-Phenanthrolins ist eine 
Higentiimlichkeit der Nachbarschaft der beiden Stickstoffatome. x. p’- (IV) 
und «, 7-Phenanthrolin (V) geben keine Komplexverbindungen mit Eisen. 


N 
N 


N ; N 
IV. ¥: 

Wir fiigen noch die wichtige Beobachtung von Hill (l.e¢.) hinzu. daB 
Hadmineisen von der Komplexbildung durch «, #’-Dipyridyl nicht erfabt 
wird. Es ist eigentlich selbstverstandlich, daBb die festen Bindungen des 
Hisens an die Porphyrinkomplexe durch das Dipyridyl nicht gelést werden. 
Dasselbe gilt natiirlich auch fiir x, x’-Phenanthrolin. 


Il. 

a, «’-Phenanthrolin' hemmt die Gdrung von Glucose durch Hefe. 

Versuchsanordnung. Die Versuche wurden zu je 50 com im Brutschrank 
bei 37° angesetzt. Jeder Versuch enthielt 12 cem '/); mol. Phosphatpuffer. 
Als PreBhefe wurden Fischls oder Mautners Hete, als Trockenhefe Mautners 
Trockenhefe verwendet. Die Bestimmungen der Glucose wurden polari- 
metrisch und nach Hagedorn-Jensen vorgenommen. (Cleichzeitig wurde die 
Kohlenséureabspaltung kontrolliert, die mit den anderen Bestimmungen 
in Ubereinstimmung war. 


Tabelle I. 


Versuchsanordnung. 0,5 ¢ Glucose + 0.5 g PreBhefe (bzw. 0.4 g Trocken- 





hefe) + 12cem Pufferl6sung + Phenanthrolinlésung zu 50 cem. 
PreBhefe Trockenhefe 
Hemmung der Zuckergiarung in ©» nach 


3 Std. 6 Std. 18 Std. 3 Std. 6 Std. 18 Std. 


10 mg ea’'-Phenanthrolin | 100 SO 0 100 75 0 
i; ‘ Pu = 59 100 70 0 100 100 0 
14 , “ 100 100 40 100 100 100 
es “ l 100 90 Ad 100 87 30 
3 a Pu = 7 100 =: 100 86 100 90 72 
“ 2 100 «6100 =«-100s«100s«100—S—«*100 
16 . 2 | 100 100 52 100 100 58 
is, a Pu =7,7 | 100 100 84 100 38100 84 
14, a 100 100 100 100 109 100 


Die Hemmung ist bei geringer Anderung der Konzentration des 
Phenanthrolins stark abgestuft. Bei 0,02°,iger Konzentration tritt 
durch 5 Stunden vollkommene Hemmung der Garung ein, die nachher 


1 W. Hieber u. F. Miihlbauer, B. 61, 2149. 1928. 
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langsam einsetzt und bis zu Ende geht. Bei 0,024°,, ist auch nach 
18 Stunden die Girung nicht vollstandig ; bei 0,028 °., wird die Hemmung 
nicht mehr aufgehoben. Die Hemmung steigert sich beim Ubergang 
des px zur alkalischen Seite. Die Hefe fairbt sich nach und nach durch 
Bildung des Ferrophenanthrolins schwach pfirsichrot. 

Wird stark gehemmte Hefe (0,028 °,,) nach fiinfstiindigem Verweilen 
in der Phenanthrolinlésung abzentrifugiert, mit Leitungswasser ge- 
waschen und mit 1° iger Glucoselésung versetzt, so vergart sie normal. 
Bei langerem Verweilen nimmt die Géarkraft ab, nach IS8stiindiger 
Einwirkung der Phenanthrolinlésung konnte ein Aufleben der Garung 
nicht mehr beobachtet werden. Die Einwirkung des Phenanthrolins 
ist also auch bei vollkommener Hemmung der Garung eine reversible; 
unspezifische Giftwirkung auf die Zellen ist somit ausgeschlossen. 
Wir vermuten, daB das Phenanthrolin an den Zelloberflichen absorbiert 
wird und so nur die oberfléchlichen  ,,Eisenorte*‘ inaktiviert. Bei 
schwacher Hemmung (0,02 °,,) dringt Zucker allmahlich in das Zellinnere 
ein, trifft dort auf unmaskiertes noch aktionsfihiges Eisen und kann 
so vergoren werden. Bei starkerer Konzentration des Phenanthrolins 
werden auch die Eisenorte im Zellinneren gebunden. 

Atmungsversuche, die gegenwartig im Gange sind, zeigen, daB bei 
schwacher Hemmung die Atmung normal, bei starkerer wohl herabgesetzt., 
aber immer noch vorhanden ist. Dies ist in Ubereinstimmung mit der 
UnbeeinfluBbarkeit des Haimineisens durch «, «’-Phenanthrolin. 

Wir méchten noch bemerken, da Franke (l.c.) eine Steigerung der 
Autoxydation von Leinélsdure durch «, x’-Dipyrid yleisen beobachten konnte, 
entsprechend seiner konstitutiven Analogie mit dem Blutfarbstoff. Auch 
in der GréBenordnung sind die katalytischen Effekte von «%, x’-Dipyridyl- 
eisen und Hdmin bei der Leinéloxydation gleich. 

AuBerdem konnte Krebs! zeigen, daB die Oxydation von Cystein durch 
die Gegenwart von Pyridin? oder Nicotin auBerordentlich gesteigert wird. 
Diese Anlagerungsverbindungen der Stickstoffsubstanzen an den Hdmin- 
komplex werden durch Blausdure und Kohlenoxyd genau so gehemmt wie 
Hdmin selbst. 

Nun enthalten Pyridin und Nicotin den Stickstoff in derselben 
Weise gebunden wie das Phenanthrolin. Die Wirkung des Phenan- 
throlins miiBte bei einer (bisher nicht beobachteten) Anlagerung an 
Hdmineisen jenen zwei Substanzen ahneln. Von einer Vergiftung 
Hdmineisens durch Phenanthrolin, selbst im Falle seiner Anlagerung, 
kann also auf keinen Fall die Rede sein. 

a, B’-Phenanthrolin® ist auf die Garung selbst bei 10 facher Konzen- 
tration des x, «'-Phenanthrolins ohne Einflup. 


1 4. Krebs, diese Zeitschr. 198, 347, 1928. 

2 Pyridin ist selbst bei relativ hohen Konzentrationen auf die Garung 
von Hefe vollkommen wirkungslos. 

3 OC. R. Smith, J. Amer. chem. Soc. 52, 397, 1930. 
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Tabelle LI. 





Versuchsanordnung. 0.5 g Glucose + 0,5 ¢ PreBhete (bzw. 0.4 ¢ Trocken 
hefe) + 12 ccm Pufferlésung — Phenanthrolinlésung zu 50 cem. 
Prebhefe Trockenhefe 
Hemmung der Zuckergirung in °/) nach 
5 Std. 206 Std. 5 Std. 20 Std. 
28mg a, 9’-Phenanthrolin 0 0 
40 , ‘ 5g 0 0) 
100 , i = ”- 0 0 
200 , & 0 0 
20 , = | 0 18 0 
50 , mi Pu 7 0 21 0) 
70 , a | 0 41 0 
20 . - | 18 0 
50 , = Pu = 7,7 18 0 
70 « e | 36 0 


Héhere Konzentrationen konnten wegen der Schwerldslichkeit 
des x, §’-Phenanthrolins nicht erreicht werden. Bei den héchsten 
Konzentrationen scheint das Zellplasma der Hefe etwas angegriffen 
zu werden, ohne da®B ihre Garkraft darunter wesentlich leidet. 

Die vollkommene Reversibilitat der «, «'- Phenanthrolinhemmung 
bei nicht zu langer Einwirkung zeigt, daB es sich bei den angewandten 
Konzentrationen um keine unspezifische Zellwirkung handelt. Die 
Hemmung durch das komplexbildende x, «’- Phenanthrolin, die Wirkungs- 
losigkeit des mit Eisen nicht reagierenden ~, p’-Phenanthrolins bringen 
Hemmung der Girung und Inaktivierung des Eisens durch Komplex- 
bildung in unlésbaren Zusammenhang. Es spricht somit alles dafiir, 
dap Eisen bei der Gdrung ebenso unentbehrlich ist wie bei der Atmung: 
es ist ein notwendiger Bestandteil der Holozymase. 


Iil. 

In welcher Weise ist das zymatisch wirksame Eisen in der Hefe 
gebunden? Auf welcher Oxydationsstufe befindet es sich? Uber die 
Bindungsart kénnen wir mit Sicherheit nur negativ aussagen: es handelt 
sich nicht um Hdamineisen: denn dieses wird von Phenanthrolin aus den 
Porphyrinkomplexen nicht verdrangt. Phenanthrolin erfaBt nur toni- 
siertes oder in lockererer Kom ple xbildung befindliches Eisen. Das zymatisch 
wirksame Eisen kénnte etwa zum Teil an die Phosphorsaurereste der 
Nucleinsduren gebunden sein'. 


1 In diesem Zusammenhang sei an die Beobachtung H. K. Barren- 
scheens und W. Filz’, diese Zeitschr. 250, 281, 1932, erinnert, dal bei lso- 
lierung von Adenosintriphosphat in Geweben Eisen hartnackig an diesem 
anhaftet und sich nur nach wiederholten Fallungen entfernen |aBt. 
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Was die Wertigkeitsstufe des Eisens anlangt, so gibt Phenanthrolin 
bekanntlich nur mit Ferroverbindungen bestandige Komplexe. Da sich 
die von uns verwendeten Hefen nach kurzer Einwirkung von Phenan- 
throlin pfirsichfarben anfarben, so kénnen wir bei diesen die Behauptung 
Hills (l.c.) nicht bestatigen, daB das Hefeeisen ganz in der Ferri- 
form vorliege. Andererseits tritt bei Vorbehandlung der Hefe mit eisen- 
freiem Natriumbisulfit nach Phenanthrolinzusatz eine bedeutende 
Farbvertiefung gegeniiber unvorbehandelter Hefe auf, welche von dem 
nunmehr reduzierten Ferrieisen herriihrt. Es sind also beide Oxydations- 
stufen primar in der Hefe vorhanden, die wohl wahrend der biologischen 
Prozesse leicht ineinander iibergehen kénnen. 

Die ausschlieBliche Bindung der Ferroform durch Phenanthrolin 
heweist noch nicht eindeutig, daB diese das zymatisch wirksame Agens 
ist. Es kénnte ebensogut sich so verhalten, daB die Ferriform zymatische 
Wirksamkeit entfaltet und daB eben die Festlegung der Ferroform 
den Ubergang in diese Ferriform verhindert. Wie wir weiter unten 
sehen werden, kann man auch die Garungshemmung durch Natrium- 
fluorid als durch eine Eisenkomplexbildung verursacht auffassen. 
Nun bildet aber Natriumfluorid wohl mit Ferriverbindungen sehr 
stabile Komplexverbindungen, nicht aber mit der Ferrostufe?. 

Folgende Beobachtungen machen es wahrscheinlich. daB die Ferro- 
stufe die wirksame ist und daB Natriumfluorid die Hemmung bewirkt, 
indem es die Reduktion der praformierten Ferriform in die Ferrostufe 
durch Komplexbildung verhindert. 

Trockenhefe gibt mit Phenanthrolin in kiirzester Zeit die bekannte 
Farbung. Wird sie jedoch vor Phenanthrolinzusatz ' , Stunde durchliiftet. 
so bleibt sie trotz Phenanthrolinzusatz selbst nach einigen Stunden farblos. 
Die Ferrostufe wurde restlos durch den Luftsauerstoff zu Ferrieisen aut- 
oxydiert. Dabei konnten wir uns an folgendes erinnern: in einer friiheren 
Arbeit? hatten wir Hemmungsversuche mit Fluorid gemacht und dabei 
mit unserer PreBhefe keine konstanten Werte erhalten: die Hemmung 
war manchmal vollstandig. manchmal die Garung bloB geschwacht. Wir 
fiihrten dies zunachst auf einen wechselnden Phosphatgehalt der Hefe 
zuriick, der bekanntlich der Fluoridhemmung entgegenwirkt. Wurde nun 
die Hefe nach der Wielandschen Vorschrift ..verarmt**, also viele Stunden 
mit Sauerstoff durchspiilt, so erhielten wir bei der ..verarmten** Hefe voll- 
kommen konstante Resultate: Fluorid hemmte restlos. Unveréffentlichte 
Versuche zeigten uns jedoch, daB bei der Sauerstoffdurchspiilung Hefe 
das Phosphat nur in minimalen Mengen an die Suspensionsfliissigkeit 
abgibt, hierdurch also eine Auswaschung des Phosphats nicht erfolgt. 
Wechselnder Phosphatgehalt war daher nicht die Ursache der inkonstanten 
Ergebnisse bei nicht durchliifteter Hefe. Wir konnten uns die giinstige 
Wirkung der Durchliiftung nicht erklaren. 


' F. Lipmann, diese Zeitschr. 206, 171, 1929. 
2 F. Zuckerkand! u. L. Messiner-Klebermass, ebenda 255, 330, 1932. 
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Unsere Beobachtungen iiber die quantitative Uherfiihrung des 
Eisens in die Ferriform durch Durchliiftung bringen die Lésung: In 
der ,,verarmten* Hefe liegt das gesamte Eisen in der Ferristufe vor 
und wird so durch das komplexbildende Natriumfluorid vollkommen 
erfaBt. Auf diese Weise wird die Garung unterbunden. Bei undurch- 
liifteter Hefe bleibt die praformierte Ferrostufe frei, da auf sie Fluorid 
nicht einwirkt. und kann so ihre zymatische Wirksamkeit entfalten. 
Umgekehrt konnte bei Phenanthrolineinwirkung auf undurchliiftete 
Hefe trotz Anwesenheit der praformierten Ferristufe niemals eine 
Garung beobachtet werden. Wenn die Ferriform zymatisch wirksam 
gewesen ware, hatte sich eine kontinuierliche Garung beobachten lassen 
mussen. 

SchlieBlich wollen wir noch erwahnen, daB im Abfangverfahren 
von C. Neuberg Hefe bekanntlich in Gegenwart von Su/fit gart. In 
Anwesenheit dieses kraftigen Reduktionsmittels ist das Bestehen der 
Ferriform wahrend des Garungsprozesses ausgeschlossen. 

Die beschrichenen Beobachtungen machen es wahrscheinlich, dap 
Eisen seine zymatische Wirksamkeit in der Ferrostufe ausiibt. 


IV. 

Mit welchen anderen Hemmungsmitteln ist die Phenanthrolin- 
wirkung zu vergleichen’? Die unspezifischen, auf das Plasma der Zelle 
wirkenden Gifte, wie Schwermetalle und Narkotica kénnen hier auber 
Betracht bleiben. Von spezifischen Giften, welche die Atmung oder 
Garung hemmen, ohne die Lebenstatigkeit der Hefe zu unterbinden, 
sind Blausdure, Natriumfluorid und Jodessigsdure die wichtigsten. 

In der GréBenordnung der wirksamen Konzentrationen zeigt 
Phenanthrolin mit Jodessigsiure iiberraschende Ahnlichkeit: beide 
sind in Konzentration von 1: 5000 wirksam. Hingegen nimmt die 
Wirksamkeit von Phenanthrolin bei steigendem py zu, bei Jodessig- 
sdure’ wie ibrigens auch bei Fluorid? ab. Beziiglich Reversibilitat 
ahnelt Phenanthrolin dem Fluorid: bei beiden kann bei nicht zu starker 
Hemmung die Garkraft der Hefe wieder hergestellt werden. Bei Jod- 
essigsdure ist die Wirkung irreversibel. 

Die Reversibilitat und Spezifitat der Fluoridwirkung veranlabten 
Lipmann (l.c.) in einer schénen Arbeit, die Wirkung des Fluorids 
als eine Komplexbildung des Eisens anzusprechen. Er erwahnte auch 
die Bestandigkeit dieser Ferrikomplexverbindungen und die dadurch 
bewirkte Inaktivierung des Eisens. Merkwirdigerweise fiihrte er aber 
dann die hemmende Wirkung des Fluorids auf die Bildung einer An- 


1 Lundsgaard, diese Zeitschr. 250, 61, 1932. 
2 F. Lipmann, ebenda 206, 171, 1929. 





ARAB LeER DERE 2 





62 F. Zuckerkand! u. L. Messiner-Klebermass : 


lagerungsverbindung an Methimoglobin zuriick. Offenbar konnte er 
sich die katalytische Wirksamkeit von Eisen im Organismus nur in 
hdminartiger Bindung vorstellen. Unsere Versuche mit Phenanthrolin 
zeigen aber im Gegenteil, daB die Garung nichts mit Hdmineisen zu 
tun haben kann, héchstens nur insoweit, als Garung und Atmung 
aneinandergekoppelt sind. Die Bildung des iibrigens leicht dissoziablen 
Anlagerungsproduktes an Methdmoglobin kann daher nicht die Ursache 
der Garungshemmung durch Fluorid sein. Dieses fixiert wohl Eisen, 
das anders als haminartig gebunden ist, in der Ferriform ebenso wie 
Phenanthrolin in der Ferroform. Es verhindert so die Reduktion der 
Ferri- zu Ferroverbindungen und bewirkt die Hemmung der Garung. 

Wenden wir uns jetzt zur Cyanidhemmung! Sie wurde durch 
E. Buchner, H. Buchner und M. Hahn gefunden!. Warburg konnte 
nachweisen, daB es sich hier nicht um eine narkotische Wirkung handelt, 
sondern eine spezifische chemische Reaktion vorliegt?. Er folgerte 
daraus die Verwandtschaft des chemischen Mechanismus bei Atmung 
und Girung. Bei Atmung hatte er die Anlagerung von Blausdure an 
Héminkomplexe als Ursache der Hemmung festgestellt?. Ahnliches 
nahm er daher auch bei der Garung an. Um so mehr, als auch sonst 
zwischen Géarungs- und Atmungsferment Ahnlichkeiten  bestehen: 
so werden beide durch Schwefelwasserstof{f* und Stickoxyd® gehemmt. 
Andererseits bestehen aber auch wichtige Unterschiede: Blausdure 
hemmt die Garung erst bei viel hGheren Konzentrationen als die Atmung ; 
ferner ist Kohlenmonoxyd, das die Atmung unterbindet, auf die Garung 
wirkungslos®. Die Versuche Warburgs zeigen nur, daB Eisen an der 
Garung beteiligt ist; sie besagen nicht, daB auch das zymatisch wirksame 
Eisen hdminartig gebunden sei. Die ungleich hdheren Konzentrationen 
von Cyanid, die zur Girungshemmung nétig sind, zeigen, daB es sich 
hier um viel lockerere Cyankomplexe handelt, die leichter dissoziieren. 

‘Uberhaupt méchten wir bemerken, daB erst die Art der Komplex- 
bildung tiber Aktivitét und Inaktivitét des gebundenen Metalls ent- 
scheidet. Wir erinnern daran, daB es sogar katalytisch héchst wirksame 
Cyan—Eisen-Komplexverbindungen gibt, so nach Baudisch die Ferro- 
pentacyanaquo- und -amminosalze’?. Wahrend die Cyananlagerung 
an Hamineisen sehr bestandige Verbindungen liefert, muB dies bei 
andersartig im Gewebe gebundenem Eisen keineswegs der Fall sein. 


1 Die Zymasegérung, S. 181, Miinchen 1903. 
2 O. Warburg, diese Zeitschr. 165, 196, 1925. 
3 Derselbe, ebenda 152, 479, 1924. 

4 E. Negelein, ebenda 165, 203, 1925. 

5 O. Warburg, ebenda 189, 354, 1927. 

6 Derselbe, ebenda 189, 354, 1927. 

7 O. Baudisch, ebenda 232, 35, 1930. 
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V. 

In der biologischen Chemie ist es von Wichtigkeit, Reaktions- 
teilnehmer an einem physiologischen ProzeB ¢eindeutig auszuschalten, 
um so die Rolle, die sie als Glieder des Prozesses spielen, kennen zu 
lernen. Auf diese Weise gelang es, als eigentliches Agens des Atmungs- 
fermentes Haimineisen aufzuzeigen. In ahnlicher Weise konnten wir 
die Rolle von Ferroverbindungen bei der Hefe nachweisen. 

Wir lernen so zwei einander sich erganzende Eisensysteme im 
Organismus kennen: ein cyanidempfindliches, das die Atmung kata- 
lysiert, und ein cyanid-relativ unempfindliches bei der Garung. 

Wir sehen ein reizvolles Problem darin, diese Zweiteilung der Eisen- 
systeme in den Organismen weiter zu verfolgen. 

Die Untersuchungen werden fortgesetzt. 

Zum SchluB erlauben wir uns, den Herren Doz. Fritz Feiqgl und Dr. Paul 


Krumholz fiir Uberlassung von Phenanthrolinpraparaten und fiir wert volle 
Ratschlage herzlich zu danken. 


Zusammenfassung. 


1. x, «'-Phenanthrolin (a) bildet mit Ferroverbindungen — héchst 
bestaindige Komplexe, x, f’- Phenanthrolin (b) ragiert nicht. x, «'- Phenan- 
throlin hemmt die Géirung der Hefe, wahrend z, p’-Phenanthrolin 
unwirksam bleibt. Géarungshemmung ist in diesem Falle mit Inakti- 
vierung des Eisens verkniipft. Eisen ist so cin notwendiger Bestandteil 
der Holozymase. 

2. a, «'-Phenanthrolin bindet nur Eisen, das nicht haminartig 
fixiert ist. Hadminkomplexe scheinen also nicht an der Garung beteiligt. 
Es wird wahrscheinlich gemacht, daB die wirksame Form des Eisens 
in der Ferrostufe vorliegt. 

3. Die Phenanthrolinwirkung wird mit der Wirkung anderer 
spezifisch garungshemmender Substanzen verglichen. Die schwachere 
Hemmungswirkung der Blausdure bei Gairung im Vergleich zu der bei 
Atmung wird mit der lockereren Bindung von Eisen, das nicht hamin- 
artig gebunden ist, durch Cyanid begriindet. 

4. Es werden in den Organismen zwei Eisenfermentsysteme an- 
genommen, die sich einander erginzen: ein cyanidempfindliches, das 
die Atmung katalysiert, und ein cyanid-relativ unempfindliches, das bei 
der Gdrung wirksam ist. 

N 
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Notiz iiber die Darstellung des Allocholesterinhydrochlorids. 


Von 
Oktavian Wagner. 


{Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Masaryk-Universitat, Briinn 
(Tschechoslowake ). | 


(Eingegangen am 4, Marz 1933.) 


Unter Einwirkung von Chlorwasserstoff wird das Cholesterin 
isomerisiert, und es bildet sich das Hydrochlorid, aus welchem durch 
Abspaltung des  Chlorwasserstoffs das Allocholesterin — entsteht 
{Windaus (1)]. Nach Mauthner (2) wird das Hydrochlorid (Chlor- 
cholestanol) durch Anlagerung des Chlorwasserstoffs an das Cholesterin 
in absolut alkoholisch-atherischer Lésung dargestellt; die ausgeschie- 
denen Kristalle werden nach ein- bis zweitigigem Stehen abgesaugt, 
iiber Schwefelsiure und festem Kaliumhydroxyd getrocknet und durch 
Fallen der konzentrierten Lésung in Chloroform mit Petrolather oder 
der atherischen Lésung mit absolutem Alkohol gereinigt. Die Ausbeute 
an rohem Produkt war 50 bis 60°. Neben dem Hydrochlorid entsteht 
auch das Dichlorcholestan, welches sich in noch gréBerer Menge beim 
Arbeiten in Chloroformlésung bilden soll. 

Im hiesigen Laboratorium wurde neben dem Mauthnerschen Ver- 
fahren auch die Darstellung des Hydrochlorids in Chloroformlésung 
versucht, die mir aus einigen Griinden vorteilhafter erschien. Erstens 
war die Ausbeute héher — iiber 70% an gereinigtem Produkt —, 
zweitens wurde keine Bildung wenigstens betrachtlicherer Mengen des 
Dichlorcholestans beobachtet, und schlieBlich lieB sich der iiberschiissige 
Chlorwasserstoff durch einfaches Ausschiitteln der Lésung mit Natrium- 
bicarbonatlésung entfernen. Es wurde in folgender Weise gearbeitet : 

10g Cholesterin (Merck) wurden in einem E£rlenmeyer-Kolben in 
100 cem Chloroform gelést. Der Kolben wird mit einem Chlorcalciumrohr 
versehen, welches in dem doppelt durchbohrten Stopfen neben dem breiten 
Gaseinleitungsrohr eingesetzt ist. Es wird im Laufe von 2 Tagen (ins- 
gesamt 16 bis 20 Stunden) getrockneter Chlorwasserstoff eingefiihrt. Am 
dritten Tag wurde der etwa ausgeschiedene Niederschlag durch Chloroform- 
zugabe gelést und die Lésung, die nur einen ganz schwach gelblichen Stich 
auswies, mit Natriumbicarbonatlésung ausgeschiittelt, tiber Natrium- 
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sulfat getrocknet und durch Destillation bis auf ungefaihr 40 bis 50 cem 
konzentriert. Nach dem Versetzen mit L00cem Petrolather schieden sich 
sofort weiBe Kristallmassen aus, die nach kurzem Stehen abgesaugt und 
in derselben Weise noch einmal umkristallisiert wurden. Die Ausbeute 
betrug 8g, also 75°, der Theorie. 

Chlorbestimmung (Pregl): 4,465 (4.799) mg Substanz gaben 1.481 
(1,67) mg AgC]. Gefunden 8,22 (8,6) °o Cl. Berechnet fiir Cy, Hg, OC1 8.38 ©, CL. 

Die Analyse laBt auf die Anwesenheit eines Dichlorcholestans nicht 
schleBen. 

Der Schmelzpunkt des Hydrochlorids ist unscharf und wird ver- 
schieden angegeben: 154 bis 155° (Mauthner), 158 bis 158,5° [ R. de Fazi 
und L. de Fazi-Guerci (3). Dies laBt sich leicht durch die leichte Zersetzlich- 
keit beim Erhitzen erkliren. Wir beobachteten bei der tiblichen Ausfiihrung 
der Bestimmung das Schmelzen gew6hnlich bei 157 bis 158°. Bei raschem 
Erhitzen, wie es von E, Fischer fiir leicht zersetzliche Substanzen emp- 
fohlen ist, beobachteten wir bei 156° das Schmelzen der an der Wand der 
Kapillare haftenden Teilchen, bei 164 bis 165° schmolz die ganze Substanz 
unter Gasentwicklung. Derselbe Schmelzpunkt wurde auch bei Préparaten 
beobachtet, die wochenlang im Laboratorium im Dunkeln aufbewahrt 
wurden. 

Beim Kochen des Hydrochlorids mit wasserfreiem Kaliumacetat im 
absoluten Alkohol wurde das Allocholesterin erhalten, welches nach seinem 
Schmelzpunkt und der Rosenheimschen (4) Reaktion identitiziert wurde. 


Literatur. 
1) Windaus, Liebigs Ann. 458, 101, 1927. — 2) Mauthner, Monatsh. t. 
Chem. 27, 306, 1907. — 3) Remo de Faziu. Laura de Fazi-Guere?, Gazz. chim. 


Ital. 62, 118, 1932. — 4) Rosenheim, Biochem. J. 23, 50, 1929. 
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Dilatometrische Untersuchungen 
bei der Spaltung von EiweiGkérpern und deren Bausteinen'. 


I. Mitteilung: 
Spaltung von Dipeptiden. 


Von 


P. Rona und H. Fisehgold. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin.) 


(Eingegangen am 6. Mdrz 1933.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Das Volumen, das die Lésung einer bestimmten Substanz und einer 
gewissen Menge von Lésungsmittel einnimmt, ist eine GréBe, die von 
vielen verschiedenen Faktoren abhangt, von denen nur ein Teil naiher 
bekannt und physikalisch deutbar ist?. Bei jeder Anderung der Be- 
dingungen kénnen sich diese Faktoren unabhangig voneinander andern. 
Mischt man Lésungen miteinander oder ]4Bt man in einer Lésung 
eine chemische Reaktion ablaufen, so kénnen Volumenanderungen 
auftreten, deren GriBe sich additiv aus der Uberlagerung teils gleich-, 
teils entgegengerichteter Einwirkungen herleitet. Die quantitative 
Erfassung der einzelnen volumenbestimmenden Faktoren ist teilweise 
erfolgreich bereits in Angriff genommen worden. Es sei nur an die 
in diesem Zusammenhang besonders interessierenden Arbeiten von 
Weber und Nachmannsohn sowie von Weber? erinnert, die unter anderem 
die Volumenwerte fiir die saure und alkalische Ionisation von EiweiB- 
kérpern, Peptiden und Aminosiéuren feststellten. Sollte es méglich 
sein, unsere Einsicht in die hier herrschenden, noch unklaren Verhalt- 
nisse zu erweitern, so wiirde sich in der Dilatometrie ein bequemes 
und auBerordentlich genaues Verfahren darbieten, das uns wesentliche 


' Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft. 

2 Vgl. Tammann, Uber die Beziehungen zwischen den inneren Kraften 
und Eigenschaften der Lésungen 1907. 

3 Weber u. Nachmannsohn, diese Zeitschr. 204, 215, 1929; Weber, 


ebenda 218, 1, 1930. 
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Aufschliisse tiber die Struktur von Lésungen, der gelésten Substanz 
und des Lésungsmittels zu liefern verspricht. 

Die Untersuchung der Volumeninderungen ist auf verschiedenen 
Wegen méglich, die dem jeweiligen Untersuchungsobjekt anzupassen 
sind. So ist es z. B. méglich, im Dilatometer verschiedene Flissigkeiten, 
die miteinander irgendwie in Reaktion treten kénnen, zur Mischung zu 
bringen und die Differenz zwischen Anfangsvolumen und Volumen 
nach der Mischung zu bestimmen. Man kann auch eine bereits in 
Reaktion befindliche Lésung in das Dilatometer einfiillen und die 
wahrend der chemischen Umsetzung vor sich gehende Volumen- 
iinderung quantitativ erfassen. Je nach dem Ziel, das man verfolgt, 
wird die eine oder andere Methode bevorzugt werden. Bei allen momen- 
tan verlaufenden Reaktionen, beispielsweise Ionenreaktionen (s. Weber 
und Nachmannsohn, Weber, 1. c.) ist nur der erste Weg gangbar. Hier 
miissen jedoch neben der eigentlichen Hauptreaktion alle Unsicherheits- 
faktoren, die das Volumen beim Mischen der Flissigkeiten mitbestimmen, 
Beriicksichtigung finden. Ist hingegen der untersuchte ProzeB eine 
Zeitreaktion, so empfiehlt es sich, die zweite Methode anzuwenden 
und die schwer erfaBbaren Nebeneinwirkungen auf das Volumen da- 
durch zu eliminieren, da} man die bereits reagierende Lésung in die 
Dilatometer einfillt. Allerdings ist man dann gezwungen, auf die Beob- 
achtung der ersten Stadien des betreffenden Prozesses zu verzichten. 
Doch wird dieser Nachteil dadurch aufgewogen, daB man neben der 
Ausschaltung von physikalisch nicht restlos deutbaren Vorgingen 
auch der Schwierigkeit enthoben ist, im Dilatometer mehrere Fliissig- 
keiten homogen zu mischen, da man also mit Dilatometern arbeiten 
kann, die ein Minimum an Schliffflichen besitzen. Dadurch wird ein 
auBerordentlich genaues Bestimmen der VolumengréBen gewihrleistet. 
Aus diesen Griinden haben wir diese Methode angewandt. 

Fiir das Vorhaben, die dilatometrische Methode der Untersuchung 
von EiweiBkérpern und deren Bausteinen dienstbar zu machen, war 
der Umstand maBgebend, daB diese Stoffe gerade fiir die Dilatometrie 
in hohem MaBe geeignet sind. Es handelt sich um eine groBe Gruppe 
von recht gut léslichen Verbindungen, die im wesentlichen nach einem 
einzigen Prinzip, durch die Peptidbindung, aus einer relativ kleinen 
Zahl von Bausteinen aufgebaut sind. Ferner ist bei diesen Stoffen 
der chemische Abbau auf den verschiedensten Wegen fermentativ 
oder durch einfache nichtfermentative chemische Reaktionen aus- 
fiihrbar. Aus der groBen Anzahl der sich hier bietenden Méglichkeiten 
sind einige wenige zur dilatometrischen Untersuchung ausgewiihlt 
worden, die zur Orientierung auf diesem Gebiet besonders geeignet 
erscheinen. In den folgenden Versuchen war es unser Ziel, eine Be- 
ziehung zwischen Volumenanderung und Abbau der Substrate aufzu- 
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finden. Es bestand also die Notwendigkeit, neben der dilatometrischen 
Beobachtung den Grad des Abbaus quantitativ festzustellen. Wir 
haben uns hier zunichst darauf beschrankt, die Loésung der Peptid- 
hindung durch quantitative Erfassung der auftretenden NH,- bzw. 
COOH-Gruppen als Bezugsgr6Be anzunehmen. Es war hier natrirlich 
naheliegend, eine der Spaltung der Peptidbindung eigentiimliche, bei 
verschiedenen Substraten gleiche VolumengréBe zu erwarten. Eine 
solche GesetzmaBigkeit ist jedoch bei der Spaltung von EiweiBkérpern 
nicht ohne weiteres nachweisbar, weil in der Regel eine grobe Differenz 
in dec Hydratation der Ausgangsstoffe und Spaltprodukte besteht. 
Die hierbei auftretende Volumeninderung wiirde den Volumeneffekt 
der Lésung der —- NH--CO-Gruppe iiberdecken. Wohl ist aber diese 
Frage bei der Spaltung von Dipeptiden einer Untersuchung zuginglich, 
da hier die Schwierigkeit einer Hydratationsinderung fortfallt oder 
wenigstens zu vernachlissigen ist. 


Spaltung von Dipeptiden. 

Substrate waren Alanylglycin, Glycylalanin und Glycylglycin; 
die Spaltung wurde durch Alkalien oder konzentrierte Salzsiure aus- 
gefiihrt. Wir wahlten zunachst diesen Weg, weil hierbei eindeutige 
Verhaltnisse hinsichtlich des Ionisationszustandes der Ampholyte 
herrschen. Eine Spaltung bei mehr neutraler Reaktion wiirde mit 
einem Verschwinden und Neuentstehen von Anionen, Kationen, 
Zwitterionen und neutralen Molekiilen verbunden sein; es wiirde sich 
also eine ganze Reihe verschiedener Reaktionen abspielen, von denen 
eine jede ihren individuellen Volumeneffekt besitzt. Die Spaltung 
durch Erepsin wurde daher spateren Untersuchungen vorbehalten. 


Herstellung der Dipeptide. 


‘Die Herstellung geschah nach den Angaben von E. Fischer. 

d, l-Alanylglycin. Schmelzpunkt bei 220° (unkorr.) unter Braunung 
und Gasentwicklung; 0,0153 g des Praparates lieferten nach van Slyke 
2,85 mg N, (97% der berechneten Stickstoffmenge). 

(0,0920 g¢ des Priiparates in 6cem Wasser gelést; 1 ccm davon lieferte 
2,69 cem N, bei 752 mm Hg, 20°, Blindwert 0,22 cem.) 

Glycylalanin, Schmelzpunkt 205° (unkorr.) unter Gasentwicklung 
und Rotbraunfairbung. 7,68 mg des Praparates lieferten 1,87 mg Ng statt 
der zu erwartenden 1,85 mg N, (unter Beriicksichtigung der Tatsache, 
daB Glycylalanin als Glycylpolypeptid einen um 25 °% héheren Wert liefert). 
Wir erhielten also 101% der errechneten N,-Menge. 

Glycylglycin. Das Praparat zersetzte sich bei 220° unter Dunkelfarbung. 
Bei der Titration nach Linderstrém-Lang verbrauchten 27,9 mg in 1 ccm 
Wasser + 15 cem Aceton gegen «-Naphthylrot als Indikator 3,99 cem n/20 
alkoholische HCl-Lésung, entsprechend 26,3 mg Glycylglycin (94,5% des 
errechneten Wertes). Nach van Slyke lieferten 6,775 mg Substanz 1,78 mg N, 
(99,4°, des errechneten Wertes). 
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Die angewandte dilatometrische Methodik entsprach der Anordnung, 
die in fritheren Arbeiten! beschrieben ist. Die Dilatometer besaBen die 
von Rona und Ammon* angegebene Form. Verwendet wurden GetaBe von 
50cem Inhalt, die Kapillare war 30em lang. die Weite war so gewahlt, 
daB lem ungefahr einem Volumen von Lemm entsprach.  Samttiche 
Fliissigkeiten, die in die Dilatometer gefiillt werden sollten, wurden vor 
dem Versuch womdéglich aufgekocht und in jedem Falle im Wasserbad 
evakuiert. Danach wurden die L6sungen, die zur Reaktion gebracht werden 
sollten, gemischt und mdéglichst schnell in die Dilatometer luftblasenfre: 
eingefiillt. Nach Erreichen der Temperaturkonstanz wurde mit den Ab- 
lesungen begonnen. 

Die gleichzeitige Bestimmung der entstehenden Aminogruppen wurde 
nach ran Slyke vorgenommen. Die Probe entstammte einem Vorrats- 
gefaB., das mit derselben Lésung wie die Dilatometer gefiillt war und im 
gleichen Wasserbad gehalten wurde. Die stark sauren Ansatze wurden 
vor der Desaminierung neutralisiert; die alkalischen Lésungen, die nicht 
mehr als 1.5n an Lauge waren, wurden ohne Zusatz untersucht. Auf 
Vollstandigkeit dei N,-Abspaltung wurde gepriift. 


Alkalispaltung der Dipeptide. 

Polypeptide, insbesondere die glykokollhaltigen, unterliegen bei 
alkalischer Reaktion einer Hydrolyse, die mit der Alkalikonzentration 
und der Temperatur ansteigt*. 

Glycylglycin. Vorversuche ergaben als giinstigste Bedingungen 
eine Versuchstemperatur von ungefahr 37° und als Lauge 1,5 n NaOH. 
Das Glyeviglyein wurde zu 0,75°,, in der aufgekochten, evakuierten, 
auf die Versuchstemperatur gebrachten Lauge gelést und die Lésung 
in die Dilatometer gefiillt. Als Temperaturkontrolle dienten Dilato- 
meter, die nur das Lésungsmittel ohne Glycylglycin enthielten. Nach 
Erreichung der Temperaturkonstanz wurde mit den dilatometrischen 
Ablesungen begonnen. Gleichzeitig wurden in Il ccm des Reaktions- 
gemisches die freien NH,-Gruppen nach van Slyke bestimmt. Hierbei 
zeigte sich wieder, daB die dilatometrischen Messungen mit einer viel 
gréBeren Genauigkeit durchgefiihrt werden kénnen als die chemischen 
Bestimmungsmethoden. Bei der Desaminierung wurde eine Zunahme 
der Stickstoffbildung von 2.4 ccm N, auf 2,8 ceom N, beobachtet, wobei 
Parallelbestimmungen bis auf eine Differenz von 0,05 ccm N, tiberein- 
stimmten: der Fehler betragt also hier 12,5°, der insgesamt festzu- 
stellenden Anderung. Die Dilatometrie hingegen lieferte Volumen- 
ainderungen bis 20 emm, wobei die beiden Parallelen bis auf ungefaihr 
0,25cemm iibereinstimmten:; der Fehler betragt hier héchstens 1.25 °, 


De ae 


1 Rona u. Neuenschwander-Lemmer, diese Zeitschr. 235. 214. 1931. 

2 Rona u. Ammon, ehenda 249, 449, 1932. 

3 Abderhalden u. Sickel, Zeitschr. f. physiol. Chem. 170, 135, 1927; 
Abderhalden u. Brockmann, ebenda 170, 146, 1927; Abderhalden u. Suzuki, 
ebenda 170, 158, 1927; Levene, Bass u. Steiger, J. of biol. Chem. 82, 167. 1929 
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der gesamten Anderung. Die Dilatometrie ist in diesem Fall 
also zehnmal so genau wie die Bestimmung nach van Slyke. Sie ist 
daher in vielen Fallen ausgezeichnet geeignet, die Kinetik eines 
Prozesses zu verfolgen. Dies soll spater an einem Beispiel gezeigt 
werden. 

Die Ergebnisse des Versuchs sind in Tabelle I zusammengefaBt. 


Tabelle L. 





Volumeninderung inemm N»-Zunahme (van Slyke) 


Zeit in leem | auf 50 ccm 
Dil. 1 Dil. 2 Substrat | Substrat 
cem | mg 
Nach 44 Min. + 89 + 91 0,40 23,8 N,-Bestimmung 
» 2 ,» | +13, + 13,5 0,49 29,1 bei 770 mm Hg 
, 104 + 17,0 + 17,2 0,69 41,0 und 17,5° 
, 138 + 19,3 + 19,5 0,76 45.3 


Die graphische Darstellung der Beziehung zwischen Volumen- 
anderung und N,-Zunahme (van Slyke) ergibt einfache Proportionalitat. 
Es 148t sich also ein bestimmter 

oy } Volumenwert der Spaltung einer Pep- 
tidbindung zuordnen. 1 Mol Glycyl- 












2? | glycin liefert bei der Desaminierung 
| | 1,25 Mol N,, nach vollkommener Auf- 
$ “ | spaltung in Glykokoll dagegen 2 Mol 
S | | Ng, d.h. bei der Spaltung von 1 Mol 
3 | Glyeylglycin muB der N, - Zuwachs 
= 3| | 0,75 Mol = 21g N, betragen. Aus 
s | Abb. 1 ergibt sich der Volumenwert, 
= * | der der Spaltung eines  Millimols 


Glycylglycin (entsprechend 21 mg N,) 
0 0 2 30 # 50 zukommt; durch Interpolation findet 
Gerry man eine Volumenzunahme — von 

Abb. 1. 8.8 cmm. 
ucmen ‘Suman statis Alanylglycin. Versuchsanordnung 
Spaltung und Volumenanderung. wie bei der Glycylglycinspaltung. 





Tabelle II. 





Volumeninderung inemm N»-Zunahme (van Slyke) 





auf 50 ecm 


Zeit in leem 
Dil. 1 Dil. 2 Substrat Substrat 
ecm Ng mg No 


+ 4,20 + 4,20 0,20 11,8 N,-Bestimmung 
210 , + 6,65 + 6,65 0,34 19,5 bei 760 mm Hg 
+ 9.45 + 8,85 0,47 27,2 und 21,0° 


Nach 125 Min. 
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337, 
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Auch hier besteht geradlinige Beziehung zwischen Volumen- 
ainderung und Spaltung. Einer Aufspaltung von | Millimol Alany]- 
glycin, entsprechend einem N,-Zuwachs von 28 mg N,, ist eine Volumen- 


zunahme von 9,5c¢mm zuzuordnen (Abb. 2). 


Glycylalanin. Versuchsanordnung wie bei der Glyeylglycinspal- 





tung. 
Tabelle III. 
Volumeninderaung incmm N.-Zunahme (van Slyke) 
Zeit in leem auf 50cem 
Dil. 1 Dil. 2 Substrat Substrat 
cem No mg Ne 
Nach 96 Min. + 3,85 + 4,10 O15 8.8 No-Bestimmung 
210, + 830 + 8,30 0,32 18.7 bei 768 mm Hg 
3, +1135 + 10,95 0.43 25,5 und 18,6 
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Abb. 2. Abb. 3. 
Alanylglycinspaltung durch 1,5 n NaOH, Glyeylalaninspaltung durch 
Beziehung zwischen Spaltung und Volumen- 15 n NaOH. Beziehung zwischen 
anderung. Spaltung und Volumenanderung 


Zwischen Volumenanderung und Spaltung besteht Proportionalitat. 
Die Interpolation ergibt fiir die Aufspaltung eines Millimols Glycyl- 
alanin, entsprechend einem N,-Zuwachs von 2] mg, eine Volumen- 
zunahme von 9,2 cmm (Abb. 3). 

Zusammenfassend ergibt sich, da bei der Alkalispaltung der 
untersuchten Dipeptide Glycylglyvcin, Alanylglycin, Glycylalanin pro 
Millimol Spaltung Volumenzunahmen auftreten, die innerhalb des 
Fehlers der Methodik gleich sind. Pro Millimol gespaltenes Dipeptid 
wird eine Dilatation von ungefaihr %cmm festgestellt. Die Glyeyl- 
glycinspaltung ist erheblich schneller als die der anderen Dipeptide. 


Die Spaltung erwies sich als monomolekulare Reaktion. 
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Wie geeignet die dilatometrische Untersuchung fiir kinetische 
Messungen ist, soll an einem Beispiel gezeigt werden!. Wir wahlen 
hierfiir die Glycylalaninspaltung (s. Tabelle III, Abb. 3). Die Volumen- 
zeitkurve (Abb. 4) lieB eine monomolekulare Reaktion vermuten. Zur 
Bestimmung der Reaktionskonstante war es notwendig, den Endwert 

der Spaltung festzustellen. Eine 
a Probe wurde 1 bis 2 Minuten 
aufgekocht, und nach _ voll- 











R72 t ‘ ——— 
g Pa ; png 
© 70} Loa | kommener Hydrolyse die NH,- 
x al ral ee SE Bestimmung nach van Slyke vor- 
. . y 
8 | | genommen. Dieser Wert ergab 
3 , 7 . v, _ > + 
* | einen Zuwachs von 72,6 mg N, 
4¥}- | - . <i 
g" |  berechnet auf 50 ccm Substrat- 
a | es % 3 
S 2 | lésung. Durch Extrapolation 
| findet man aus Abb. 3. eine 
0% 80 0 %0 200 WO 20 %0 360 3 aa : . 
Minuten Volumenzunahme von 31,6 ¢mm 
re ’ Abb. 4. fiir die vollkommene Aufspaltung. 
Kinetik der Glycylalaninspaltung durch me: 
15n NaOH. Infolge der Proportionalitat 


zwischen Volumen und Spaltung 
ergeben die dilatometrisch aufgenommenen Volumenanderungen 1, im 
Zeitpunkt ¢ ein MaB fiir angesetztes und noch vorhandenes Substrat. 
Setzt man als Anfangswert des Substrats a = 31,6, so ist zur Zeit ¢ 


noch a — A, vorhanden. Ist die Reaktion monomolekular, so ist 
1 a 
log = k, 
t a— dy, 
Im Falle der Glycylalaninspaltung bestanden folgende Verhaltnisse 
(Dil. 2): 


k ist recht konstant; der geringe Gang ist wahrscheinlich auf den 
Fehler der (extrapolierten) Endpunktbestimmung zuriickzufiihren. 


Tabelle IV. 
a = 31,6, loga 1,500. 





t ee. 

Min. st a—4Jt log (a — 4t) eg -——, k. 108 
47 + 2,10 29,50 1,470 0,030 0,639 
96 + 4,10 27,50 1,439 0,061 0,636 
147 + 6,05 25,55 1,407 0,093 0,632 
210 + 8,30 | 23,30 1,367 0,133 0,634 
252 + 9,65 | 21,95 1,341 0,159 0,632 
300 + 10,95 | 20,65 1,315 0,185 0,617 
350 + 12,35 | 19,25 1,284 0,216 0,617 

extrapol. oo +316 | 0 





! Die Dilatometrie wurde zuerst von Galeott? fiir kinetische Unter- 
suchungen angewandt. Zeitschr. f. physik. Chem. 76, 105, 1911. 
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Die Ergebnisse bei den anderen Dipeptiden waren analog. Unter gleichen 
Bedingungen ergab sich beim Alanylglycin ein & von ungefahr 0,5 . Lo-, 
wahrend das & fiir die Glycylglycinspaltung um eine Zehnerpotenz 
héher, also ungefahr 5. 10-8, war. 


Siurespaltung der Dipeptide. 

Dipeptide sind durch konzentrierte Saéuren, wenn auch sehr lang- 
sam, zu spalten!. Um meBbare Veranderungen zu erhalten, mubBten wir 
konz. Salzsiure bei 50° einwirken lassen. Auch unter diesen Bedingungen 
konnte nur beim Glycylglycin eine mit der van Slyke-Methode faBbare 
Anderung beobachtet werden. Die Glycylalanin- und Alanylglyein- 
spaltung konnte nur dilatometrisch verfolgt werden: eine Beziehung 
der Volumenadnderung zur Anzahl der gelésten Peptidbindungen war 
jedoch hier nicht méglich. Eine besondere Schwierigkeit bot die Frage 
der Dilatometerdichtung, da die tiblichen Hahnfette unterhalb von 
50° schmelzen. Ein geeignetes Fett stellten wir durch Zusammen- 
schmelzen von 20g Bienenwachs und 2g Vaseline her: allerdings ist 
dieses Gemisch bei Zimmertemperatur fest und mu daher heiB auf die 
vorgewarmten Hahne aufgetragen werden. 

Versuchsanordnung. Das Dipeptid wurde zu 1,5°, in vorgewirmter, 
evakuierter konz. Salzsaure gelést und in die Dilatometer eingefiillt. Wasser- 
badtemperatur ungefahr 50°. Als Temperaturkontrolle dienten Dilatometer 
mit konz. Salzsiure. Dilatometerinhalt 50cem. Zu der Bestimmung nach 
van Slyke wurde eine Probe, die aus einem unter gleichen Bedingungen 
wie die Dilatometer gehaltenen Gefa8 entnommen wurde, verwandt; 
2c¢cem wurden unter Kiihlung im Kaltegemisch mit konz. NaOH neutra- 
lisiert und auf 5cem bei Zimmertemperatur mit Wasser aufgefiillt ; hiervon 
wurde 1 ccm zur Bestimmung genommen, so daB also jede Probe 7), ccm der 
Versuchslésung enthielt. Die Bildung gréBerer Mengen von Diketopiperazin 
konnte in keinem Falle durch Alkalisieren mit NH, nachgewiesen werden. 

Tabelle V gibt die Ergebnisse des Versuchs wieder. 


Tabelle V. 





Volumeninderung inemm N.-Zunahme (ran Slyke) 


Zeit in -/,ecem auf 50cem 
Dil. 1 Dil. 2 Substrat Substrat 
ecm No mg No 
Nach 74 Min. — 1,25 —1,29  zuklein zur Bestimm. N,-Bestimmung 

» 1590 , — 2,10 — 2,40 0,135 19,25 bei 746mm Hg 
» 220 » — 2,90 — 3.30 0,19 27,2 und 21° 
o we » — 3,70 — 4,20 0,20 28.5 
<< es — 4,45 — 5,05 0,28 39.9 


1 Jaitschnikow, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 56, 2226, 1923; J. Russ. 
Phys. Chem. Ges. 52, 147, 1920, ref. im Chem. Centralbl. 1928, [11, 1554: 
Brigl, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 56, 1887, 1923; Levene, Simms u. Paltz, 
J. of biol. Chem. 61, 445, 1924. 
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Die dilatometrische Bestimmung ist hier wegen der Kleinheit 
der Ausschlige und der ungiinstigeren héheren Temperatur weniger 
genau. Immerhin geht aus der graphischen Darstellung (Abb. 5) an- 
scheinend auch hier direkte Proportionalitét zwischen Volumenanderung 
und Spaltung hervor. Die Aufspaltung eines Millimols Glycylglycin 
entsprechend einem N,-Zuwachs von 21 mg ist mit einer Volumen- 

anderung von 2,5cmm verbunden. 










7 | Bemerkenswerterweise ist diese 
6| Anderung eine Volumenabnahme, 
| |  wahrend bei der Alkalispaltung eine 
RS) | Volumenzunahme erfolgte. 
= | | Glycylalanin und Alanylgl ycin. 
<*| | Analoge Versuche mit Glycylalanin 
8, | und Alanylglycin ergaben in sechs- 
R | bis siebenstiindigen Versuchen eine 
Sa geringe, aber deutliche Volumen- 


verringerung. Die Desaminierung 
lieferte jedoch Werte, die inner- 
halb der Fehlerbreite um = den 
20. 30 4 5060 Anfangswert schwankten. Die 
a Mitteilung von Einzelheiten  er- 
Abb. 5. 
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iibrigt sich daher. 

Vergleicht man die Alkali- und die Saurespaltung miteinander 
(was nur mit Einschrankung erlaubt ist, da die Temperatur in beiden 
Versuchsreihen verschieden war), so fallt zunachst auf, daB die Alkali- 
spaltung mit einer Volumenzunahme, die Saurespaltung mit einer 
Volumenabnahme verbunden ist. Dies ist deshalb erstaunlich, da ja 
in beiden Fallen derselbe chemische ProzeB, Hydrolyse eines Dipeptids 
in zwei Aminosduren, abzulaufen scheint. Dies ist jedoch nicht der 
Fall, denn bei der sauren Reaktion ist der Ionisationszustand der 
gebildeten Produkte ein anderer als bei alkalischer Reaktion. Schema- 
tisch kénnen wir die Reaktionen folgendermaBen darstellen: 


alkatisch : sauer 
NH—CO- —NH—CO 
¥ H,O + OH- ¥ HO+H 
—NH, + —COO- + H,O —NH3 + —COOH 


Man kann diesen ProzeB gedanklich in zwei Stufen zerlegen: In 
eine reine Wasseraufnahme und in eine anschlieBende Bindung des 
H*- bzw. des OH--Ions. Der erste Schritt wire dann bei der alkalischen 
und bei der sauren Spaltung identisch. Nennt man die gesamte dilato- 
metrische Anderung fiir die alkalische Spaltung D,, die fiir die Siure- 
spaltung D. und bezeichnet man die Teilreaktionen mit d,, und d,, 
baw. d., und d.,, so ist D, =d,, + d,, und D. d. +d... Die 


a 

















Dilatometr. Untersuchungen bei der Spaltung von EiweiBkoérpern. 1. 75 


Volumenwerte fiir die saure und alkalische [onisation von Glykokoll 
sind von Weber und Nachmannsohn festgestellt worden; sie betragen 
fir d. + 7,1, fiir d,, + 23.6cemm pro Millimol. 2), und DP. sind die 


von uns festgestellten Werte de: Gesamtinderung: D, + 9.0, 
dD. 2.5. Hieraus erhalt man 

dy, = Da —da, = + 9,0 — 23,6 = — 14,6 

d,, = D,—d,, = —2,5— 7,1 = — 9,6. 


>1 

Man sieht, daB jetzt die Werte fiir die reine Spaltung durch Sauren 
und Alkalien ohne Jonisationsvolumeninderung annahernd gleich 
werden. Bei der Differenz von 5 c¢mm ist zu bedenken, dab diese Zahl 
mit dem Fehler von vier Bestimmungen behaftet ist. DaB diese Differenz 
nicht etwa durch Verschiedenheiten der Hydratation im sauren und 
alkalischen Milieu bedingt sind, geht aus der Arbeit von Weber und 
Nachmannsohn (1. ¢.) hervor. Denn diese Autoren zeigten die Unab- 
hingigkeit der Hydratation vom Sauregrad. Auf diese Weise wird der 
scheinbare Widerspruch beseitigt. 


Zusammenfassung, 

1. Bei der Spaltung der Dipeptide Glyeylglycin, Glycylalanin, 
Alanylglycin durch Lauge entstehen Volumenanderungen, die der 
Menge der gelésten Peptidbindungen proportional sind. In allen drei 
untersuchten Fallen trat eine Volumenzunahme von ungefihr 9 cmm 
pro Millimol auf. 

2. Die Alkalispaltung verliuft als monomolekulare Reaktion. 
Die Eignung der dilatometrischen Untersuchung fiir kinetische Be- 
stimmungen wird demonstriert. 

3. Bei der Spaltung von Glycylglycin durch konzentrierte Salz- 
siiure bei 50° tritt eine Volumenverkleinerung von 2.5 cmm pro Millimol 
auf. Bei der Spaltung von Alanylglycin und Glycylalanin unter gleichen 
Bedingungen tritt Volumenverkleinerung auf, die jedoch wegen der 
Langsamkeit der Spaltung nicht auf einen quantitativ bestimmten 
chemischen Umsatz zu beziehen war. 

4. Der Unterschied zwischen den Volumenwerten bei der Saure- 
und Alkalispaltung wird durch die verschiedene Jonisation erklirt. 
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Uber das Vorkommen von Wuchsstoff B im Harn. 


Von 


Vagn Hartelius. 
(Aus dem Carlsberg Laboratorium, Kopenhagen. ) 
(Eingegangen am 7. Mdrz 1933.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Durch Untersuchungen von Aégl und Mitarbeitern ist gezeigt 


worden, daB sich im Harn groBe Mengen des Wuchsstoffs finden, der 


das Wachstum der Avenakoleoptile beschleunigt: Dieser Wuchsstoff, 
der von Kégl und Haagen Smit (1931) als ,,Auxin*’ bezeichnet wurde, 
ist von Nielsen und Hartelius (1932 a) ,,Wuchsstoff A** genannt worden. 
Da es sich bei noch nicht publizierten Untersuchungen herausgestellt 
hat, daB Wuchsstoff A und Wuchsstoff B (der Wuchsstoff, der die 
Trockensubstanzproduktion von Aspergillus niger beschleunigt) oft 
zusammen auftreten, war es naheliegend zu untersuchen, ob Wuchs- 
stoff B auch im Harn vorkommt. 

Es sei hier darauf hingewiesen, daB Zeller (1926) einen garungs- 
fordernden Faktor im Harn aufgefunden hat, welcher jedoch kaum mit 
Wuchsstoff B identisch sein diirfte?. 

Das Ziel der vorliegenden Untersuchung war teils die Feststellung 
des Vorkommens von Wuchsstoff B im Harn, und teils die Priifung 
eventueller Variation der Menge des Wuchsstoffs in verschiedenen 
Harnproben. 

Die Untersuchungsmethodik war die friiher ausfiihrlich beschriebene 
(Nielsen, 1931, Nielsen und Hartelius, 1932 a). Aspergillus niger wurde in 
300-cem-Erlenme yer-Kolben auf 50cem Nahrlésung gezogen (50g Rohr- 
zucker, 4 g Ammoniumnitrat, 0,5 g Magnesiumsulfat, 0,5 g primares Kalium- 
phosphat und !/, cem 1 %oig. Ferrichlorid auf 1000 cem), wozu die gewiinschte 
Menge der Harnproben gesetzt wurde, deren Wuchsstoffgehalt gepriift 
werden sollte. Bei den ersten Versuchen wurden die Kulturkolben vor der 
Impfung durch 10 Minuten langes Erhitzen auf 121° im Autoklaven steri- 


' Vor kurzem hat Philipson (1933) gefunden, daB Harn das Wachstum 
der Hefe beschleunigt. 
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lisiert. Da es sich indessen spiter zeigte (Nielsen und Hartelius, 1932 b), 
daB beim Erwarmen einer Losung, welche Zucker zusammen mit anderen 
stickstofffreien oder stickstoffhaltigen Substanzen enthielt, Wuchsstoff B 
gebildet werden konnte, wurde es notwendig, diese Sterilisierung, bei der 
Urin mit einer zuckerhaltigen Lésung erhitzt wurde, zu unterlassen. Darum 
wurden die Nahrlésung und der Harn getrennt durch kurzes Erwiarmen auf 
100° sterilisiert und nach dem Abkihlen steril in sterile Kolben pipettiert. 
Sodann wurden die Kolben in gew6hnlicher Weise geimpft. 

Nach 48 Stunden Wachstum bei 33° wurde die gebildete Trocken- 
substanz bestimmt, teils in Kolben, die einen Zusatz von Harn erhalten 
hatten, und teils in Kolben ohne jeden Zusatz. Das Verhaltnis zwischen 
den Gewichten der Trockensubstanz in den Kolben mit und ohne Harn- 
zusatz, bezeichnet als ,./**, gibt einen Ausdruck fiir den Wuchsstoff-B-Gehalt 
des Harns, da f um so gréBer wird, Je mehr Wuchsstoff B der Nahrlésung 
zugefiihrt wurde. / gibt (Nielsen und Hartelius, 1933 b) einen besseren 
Ausdruck fiir die Wuchsstoffwirkung als die Angabe der gebildeten Trocken- 
substanz. Obgleich eine Impfung angestrebt wurde, die bei allen Versuchs- 
reihen gleich stark sein sollte, kénnen Variationen in der Starke der ver- 
wendeten Konidienaufschlammung nicht ganz vermieden werden. Diese 
Unterschiede in der Impfstoffmenge werden sich in Verschiedenheiten der 
Trockensubstanzproduktion auswirken; f dagegen, das Verhaltnis zweier 
Trockensubstanzmengen  derselben  Versuchsreihe (und = also — gleicher 
Impfung), wird nur in geringem Grade von Impfungsvariationen beeinflubt 
werden. Man ist daher imstande, verschiedene Versuchsreihen mit Hilfe 
von / zu vergleichen. 

Der Harn wurde zu den Versuchen ohne Reinigung verwendet. Das 
Reinigen des Harns wiirde nimlich Verluste mit sich fiihren, so dali die 
Bestimmung von dessen Wuchsstoff-B-Gehalt unsicher werden miibte. 
Es sind daher mit dem Harn andere Stoffe auBer dem Wuchsstoff den 
Nahrlésungen zugefiihrt worden, von welchen jedoch sicher nur der Stick- 
stoff die Trockensubstanzproduktion von Aspergillus niger beeinflussen 
kann. Es ist indessen friiher gezeigt worden (Nielsen, 1931, und spatere 
Untersuchungen). daB selbst eine Zufuhr von Stickstoff zur Nahrlésung, 
die bedeutend gr6éBer ist als die, welche der Harnzusatz mit sich fiihrt, 
ohne wesentlichen EinfluB auf die Trockensubstanzproduktion ist, gleich- 
giiltig ob der Nahrlésung Wuchsstoff B zugefiihrt wird oder nicht. Die 
Nahrlésung enthalt namlich Stickstoff in so groBem Uberschu®, daB eine 
weitere Zufuhr von Stickstoff das Wachstum im Laufe von 48 Stunden 
nicht steigert. 

Nachdem einige Vorversuche gezeigt hatten, daB Harn eine kriftige 
Wuchsstoff-B-Wirkung besaB, wurde der Harn von im_ ganzen 
10 Personen untersucht (Abb. 1), 7 Mannern und 3 Frauen. Da 
die gesamte in 24 Stunden ausgeschiedene Harnmenge schwer zu 
beschaffen war, wurde der Morgenharn zu den Versuchen benutzt, 
dessen Zusammensetzung am ehesten konstant ist. Das spezifische 
Gewicht aller Proben wurde bestimmt und auf Wasser = 1,000 bezogen. 
5eem der Harnproben wurden zur Bestimmung des Wuchsstoff-B- 
Gehaltes zu den Kulturkolben gesetzt. Infolge des Harnzusatzes 
wurde die Wasserstoffionenkonzentration der Nahrlésungen verschoben. 
Die verschiedenen Harnproben bewirkten eine verschiedene Anderung 
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der Wasserstoffionenkonzentration, doch lag px in allen Fallen 
zwischen 5,5 und 6,5. Da in friiheren Untersuchungen (Nielsen und 
Hartelius, 1933b) nachgewiesen worden war, daB eine solche Varia- 
tion der Wasserstoffionenkonzentration ohne Bedeutung fiir die Trocken- 
substanzproduktion von Aspergillus 

8 niger ist, wurde keine Korrektur dieser 








| 
é | pu-Unterschiede vorgenommen. 
al Auf Abb. 1 ist f als Funktion der 
| J ° mannlich Dichte des Harns wiedergegeben. Wie 
| a °welblich man sieht, liegen die Punkte nahezu 
P auf einer Geraden, deren Verlangerung 
1000 1005 4000 1015 4020 1005 1030 durch den Punkt mit der Abszisse 


1 spez Gewicht des Harnes . 
1,000 und der Ordinate | gehen wiirde. 


f —1 ist also proportional dem spe- 
zifischen Gewicht des Harns — 1.000. 
Da das spezifische Gewicht des Harns — 1,000 dem Trockensubstanzgehalt des 
Harns proportional ist (spez. Gew. 1,000 entspricht dem Trockensubstanz- 
gehalt 0) und f — | bei geringeren Werten sehr nahe proportional] ist dem Wuchs- 
stoff-B-Gehalt der Lésung (f —- 1 entspricht dem Wuchsstoff-B-Gehalt 0), 
so geht aus dem Versuch hervor, daB der Wuchsstoff-B-Gehalt des Harns 
dem Trockensubstanzgehalt des Harns direkt proportional ist. Weiterhin 
geht aus dem Versuch hervor, daB zwischen dem Harn miannlicher und 
weiblicher Personen kein Unterschied besteht. 


Abb. 1. 


Nachdem diese Versuche beendigt waren, zeigte es sich, daB der 
EinfluB, den ein Wuchsstoffpriparat auf die Trockensubstanzproduktion 
von Aspergillus niger hat, nicht allein vom Wuchsstoff-B-Gehalt, 
sondern auch vom Vorhandensein anderer Stoffe, sogenannter Co-Wuchs- 
stoffe (Nielsen und Hartelius, 1933a) abhangig ist. Fehlen die Co- 
Wuchsstoffe, so hat der Wuchsstoff selbst keine oder nur geringe Wirkung. 
Die Co-Wuchsstoffe, die wahrscheinlich Metalle sind, finden sich unter 
anderem in Filtrierpapier und in Salzsaiureausziigen aus Filtrierpapier- 
asche. AuBer den im Filtrierpapier enthaltenen Stoffen wirkt Zink 
als Co-Wuchsstoff; dessen Wirkung ist jedoch nur schwach. Die Co- 
Wuchsstoffe haben keine oder nur eine auBerst geringe Wirkung auf die 
Trockensubstanzproduktion von Aspergillus niger, wenn nicht gleich- 
zeitig Wuchsstoff B zugefiihrt wird. Da es sich somit gezeigt hat, 
daB die Gegenwart einer ausreichenden Menge von Co-Wuchsstoff 
notwendig war fiir die volle Entfaltung der Wirkung des Wuchsstoff-B- 
Gehaltes, war es angezeigt zu untersuchen, ob sich im Harn ausreichende 
Mengen von Co-Wuchsstoff fanden. 


Zuerst wurde gepriift, ob ein Zusatz von Filterasche die Wuchsstoff-B- 
Wirkung des Harns beeinfluBte. Zu Kolben mit 50 cem Nahrlésung wurden 
10cem Harn gesetzt, und zu einigen auBerdem der Salzsiureauszug von 
I mg Filterasche. Hierbei zeigte sich, daB der Zusatz von Co-Wuchsstoft 
eine sehr kraftige Vermehrung der Wuchsstoffwirkung mit sich fiihrte: 
wahrend Kolben, denen nur Harn zugesetzt worden war, 0.516 g Trocken- 
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substanz ergaben, war die Trockensubstanzmenge der Kolben mit Harn 

Aschenauszug 1,009 g. Dieser Versuch zeigt, daf im Harn nicht genug 
Co-Wuchsstoff vorhanden ist, um die volle Wirkung seines Wuchsstoff- 
gehaltes zu gewahrleisten. 

Endlich zeigte eine direkte Bestimmung des Co-Wuchsstoffgehaltes 
des Harns, da8 dieser nur geringe Mengen davon enthalt ; diese Untersuchung 
wird spaiter besprochen werden. 

Aus den Versuchen geht hervor, daB es notwendig ist, dem Harn 
zur Bestimmung des Wuchsstoff-B-Gehaltes Co-Wuchsstoff zuzusetzen. 
Es wurden daher Versuche dariiber angestellt, welcher Co-Wuchsstoff- 
zusatz der giinstigste war. Zuerst wurde die Wirkung des Zusatzes 
von steigenden Mengen Salzsiureauszug aus Filterasche gepriift. 

Zu Proben von 50 ccm Harn (eine Mischung von vier verschiedenen 
Portionen) wurde der Salzsiureauszug von 5, 10, 25, 50, 100 und 250 mg 
Filterasche gesetzt, und eine Probe ohne Zusatz verarbeitet. Alle Proben 
wurden auf 100 ccm aufgefiillt und die Wuchsstoffwirkung und der 
Zusatz von 10 ccm davon zu jedem Versuchskolben in gewoéhnlicher 
Weise bestimmt; pro Kolben wurden also 5cem Harn und Auszug aus 
0,1), 1, 24), 5, 10 oder 25 mg Filterasche zugesetzt (Tabelle I). Die 
hier nicht wiedergegebene Kurve zeigt den gleichen Verlauf, wie dic 
Co-Wuchsstoffkurve einer Wuchsstoff-B-Lésung, die durch Erhitzen 
einer 2°, igen Ammoniumtartrat-Glucoselésung dargestellt worden ist 
(Nielsen und Hartelius, 1933a, Abb. 1). Bei geringen Aschemengen 
steigt die Kurve steil an, hat bei 50 bis 100 mg ein Maximum und fillt 
darauf wieder schwach ab. Besonders groB ist die Wirkung, die der 
Zusatz der ersten 5 mg Asche auf den Wuchsstoffeffekt hat. Sie fiihren 
eine Vermehrung der Trockensubstanz von 0,290 bis 0,624 g mit sich, 
wahrend der Zusatz der nichsten 5 mg nur eine weitere Vermehrung 
der Trockensubstanz auf 0,718 g verursacht. Dies zeigt deutlich, dab 
sich im Harn nur ganz geringe Mengen Co-Wuchsstoff gleicher Art 
wie in der Asche finden. Der Harn kann also praktisch als frei von Co- 


Tabelle I'. 





Zusatz pro Kolben: 5cem Harn 
+ Auszug aus steigenden Mengen 
Filterasche: 


Aspergillus niger- 
Trockensubstanz 


mg £ 

0 0.290 + 0,009 
05 0.624 + 0,019 
1 0,718 L- 0,022 
2.5 0,836 + 0,019 
5 0.931 - 0,023 
10 0.963 t (0,024 
25 0,954 + 0,013 


1 Die in den Tabellen angegebenen Werte sind die Mittel aus vier 
Einzelbestimmungen. AuBerdem ist der Mittelfehler angegeben. 
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Wuchsstoff betrachtet werden, was natiirlich eine groBe Erleichterung 
fiir die Bestimmung des Wuchsstoffgehaltes darstellt. 
Nun wurde ein Versuch zur Feststellung der bestgeeigneten Aschen- 


konzentration ausgefiihrt. Zu Proben von 10, 20 und 50 cem Harn 
wurde der Auszug von 0, 10, 50 und 250 mg Filterasche gesetzt. Alle 
Lésungen wurden auf 100 ccm aufgefiillt und deren Wuchsstoffwirkung 
unter Zusatz von 10 cem pro Kulturkolben bestimmt, so daB also pro 
Kolben 1, 2 oder 5cem Harn und auBerdem der Auszug aus 0, 1, 5 
oder 25 mg Asche angewendet wurden (Tabelle II). Der Ausschlag fiir 
verschiedene Harnmengen ist bei allen Aschemengen derselbe. Es 
gilt also, einen Aschenzusatz anzuwenden, der groB genug ist, um den 
EinfluB eines eventuellen kleinen Co-Wuchsstoffgehaltes des Harns 
zu tiberdecken, andererseits aber nicht unnétig groB, da die Trocken- 
substanzproduktion von Aspergillus niger und damit die Trocknungszeit 
mit der Aschenmenge steigt. Die zu den Versuchen gewahlte Aschen- 
menge war 1 mg pro Versuchskolben oder 20 mg pro Liter Nahrlésung. 


Tabelle II. 





Zusatz pro Kolben 
ree Aspergillus niger- 








Salzsiureaus- Trockensubstanz l 
cem Harn zug aus mg 
Filterasche g 
1 0 0,248 + 0,010 2,74 
2 0 0,348 + 0,025 3,84 
5 0 0,517 + 0,012 5,71 
1 1 0,648 + 0,013 7,15 
2 1 0,746 -+- 0,006 8,24 
5 1 0,934 + 0,029 10,31 
1 5 0,845 + 0,039 9.33 
2 5 1,018 + 0,015 11,24 
5 5 1.142 + 0,031 12.60 
1 25 0,906 + 0,018 10,00 
2 25 1,022 + 0,015 11,28 
5 25 1,143. + 0.027 12,61 


Darauf wurde gepriift, welche Harnmenge zugesetzt werden sollte, 
um den besten Ausschlag fiir den Wuchsstoffgehalt des Harns zu er- 
zielen. Zu diesem Zweck wurden Harnmengen von 0, 1, 2, 3, 4, 5 und 
6cem pro Kolben angewendet und auBerdem jedem Liter Nahrlésung 
der Auszug von 20 mg Filterasche zugesetzt (Tabelle III). Man erhalt 
den stirksten Ausschlag mit verschiedenen Wuchsstoffmengen durch 
Zusatz méglichst kleiner Harnproben. Da andererseits die Schwan- 
kungen der Trockensubstanzproduktion bei kleinen Wuchsstoffmengen 
am gréBten sind, was die Versuchsgenauigkeit herabsetzt, wurde ein 
Zusatz von 2 ccm Harn pro Kulturkolben zur Ausfiihrung der folgenden 
Untersuchungen gewahlt. 
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Tabelle III. 





Pro Kolben zugesetzte 


id ieee Aspergillus niger- 
(+ oe a, Trockensubstanz f 
ecm g 
1 0,224 + 0,031 5,15 
2 0.375 + 0,020 8,61 
3 0,454 + 9,021 10,44 
+ 0546 + 0,016 12,54 
5 0.582 + 0,004 13,37 
6 0,633 + 0,007 14.54 
Kontrolle : 0,044 + 0,004 


Der Wuchsstoff-B-Gehalt im Harn verschiedener Personen, 


Der Versuch bezweckte, den Wuchsstoffgehalt des Harns einer Reihe 
von verschiedenen Personen unter Zusatz von Co-Wuchsstoff (Auszug aus 
20 mg Filterasche zu 1 Liter Nahrlésung) zu untersuchen. Zu dem Versuch 
wurde der Harn von 14 miinnlichen (Nr. | bis 14) und 6 weiblichen (Nr. 15 
bis 20) Individuen verwendet, von denen 3 gravid waren (Nr. 15, 17 und 20). 
Das Alter der Versuchspersonen variierte von etwa 20 bis etwa 45 Jahren, 
mit Ausnahme eines vierjahrigen Knaben (Nr. 4). Ebenso wie beim triheren 
Versuch kam Morgenharn zur Anwendung. Das spezitische Gewicht aller 
Proben wurde bestimmt und auf Wasser 1.000 bezogen. Die Wuchsstoft 
wirkung wurde in iiblicher Weise an Aspergillus niger unter Zusatz det 
obenerwaihnten Co-Wuchsstoffmenge 





und 2cem Harn pro Kulturkolben 4e <a 
bestimmt (Tabelle IV, Abb. 2). Auf ol eerie 
Abb. 2 ist fals Funktion der Dichte des | ee ele 
Harns wiedergegeben. Die punktierte a} 

Linie ist eine Normalkurve, welche die ,| 

Wirkung steigender Mengen von Harn- mannih 
wuchsstoff im Bereich von 2 bis 5 cem #) ewelblich 
Harnzusatz (Harn von gleicher Probe; BI 

auBerdem die gleiche Co-Wuchsstoft- | 

menge wie im Hauptversuch) wieder- 1000 0% Wal Wes FO 708 
gibt : die zugesetzten Harnmengen sind cht des Harnes nai 
auf das spezifische Gewicht umgerech- Abb, 2. 


net, das alle Proben beim Eindampfen 

auf 2 ecem haben wiirden. Die beiden Kurven laufen, wie man sieht, parallel ; 
daB sie nicht zusammenfallen, ist durch die verschiedene Impfung zu er- 
klaren. Die Wuchsstoffmengen der verschiedenen Harnproben hangen 
vom spezitischen Gewicht in gleicher Weise ab, wie die Wuchsstoffmengen 
bei steigendem Zusatz von Harn aus der gleichen Probe. Im letzteren 
Falle wird die Wuchsstotfmenge natiirlich dem Trockensubstanzgehalt des 


Harns oder mit anderen Worten der Harndichte — 1,000 proportional sein; 
die Kurven zeigen, daB das gleiche im Hauptversuch der Fall ist. Der 


Versuch ist also eine Bekraftigung des frither gefundenen Resultates, dab 
die Wuchsstoffmenge im Harn verschiedener Personen dem Trocken- 
substanzgehalt des Harns direkt proportional ist. Man sieht ebenso wie 
beim vorigen Versuch, daB zwischen dem Harn mannlicher und weiblicher, 
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Tabelle IV. 





Zugesetzt pro Kolben 
2cem aus Harnprobe Spe i 
; ) ‘ az. Gew. 
(+ Co-Wuchsstoff) be Harns 
Nr. & 


Aspergillus niger- 
Trockensubstanz 


1,012 0,668 - 0.017 8.04 
1,014 0.682 + O,ALO 8,21 
1.917 0.758 ~ 0,025 912 
1.018 0,723 - 0.002 8.70 
1,019 0,753 ~ O.OL0 9.06 
1,020 0,746 ~ O14 8.98 
1.023 O.SO5 ~ O.OL0 9.68 
f 1.024 0,722 OOLS 8.68 
‘ 1,028 0.768 0,015 9.24 
10 1.029 0.780 ~ OO18 G39 
11 1.029 0.809 0.006 4.73 
12 1,020 0,849 0,011 10,22 
1,032 0,837 + 0.015 10,07 
14 1,034 0.857 0,013 10,31 
15 1.012 0.675 + O.016 8,12 
16 1.013 O.716 0.005 8.61 
17 1,014 O777 - 0.008 9,35 
1s 1,023 0.747 + ).015 8.99 
19 1,023 0,772 0,007 9,29 
20) 1.030 O.839 + 0,029 10.10 


Kontrolle: 0,083 + 0.002 


sowie gravider und nicht gravider Individuen kein Unterschied besteht. 
Endlich sieht man, daB auch das Alter fir den Gehalt an Wuchsstoff B 
keine Rolle spielt. 


Die tigliche Variation der Wuehsstoffmenge im Harn. 


Weiterhin wurde untersucht, wie die Wuchsstoffmenge in dem 

im Laufe von 24 Stunden ausgeschiedenen Harn ein und derselben 
Versuchsperson bei gew6hnlicher Diat variierte. Der Harn wurde im 
i Laufe des Tages nach passenden 

Zwischenraumen gesammelt und 

die Proben auf ein Volumen von 

80 ccm pro Stunde  verdiinnt. 

Nach der Verdiinnung wurde das 

spezifische Gewicht der Proben 

bestimmt und die Wuchsstoff- 

wirkung unter Zusatz von 2 ccm 

j a Harn und der tiblichen Co-Wuchs- 

Abb. 3. stoffmenge pro Kulturkolben ge- 

prift (Abb. 3). Auf Abb. 3 gibt 

die oberste Kurve die Wuchsstoffmengen (ausgedriickt durch /) 
in den Harnproben von 24 Stunden und die untere Kurve das spezi- 
fische Gewicht der gleichen Proben. Man sieht, daB die Schwan- 
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kungen von Wuchsstoffmenge und Dichte einander entsprechen, wie 
nicht anders zu erwarten war. Von besonderem Interesse ist, daB die 
Wuchsstoffmenge nach den Mahlzeiten, besonders nach der um 19 Uhr 
eingenommenen Hauptmahilzeit, steigt. Dies deutet darauf hin, daB 
der Wuchsstoff entweder mit der Nahrung zugefiihrt oder bei der Ver- 
dauung gebildet wird. Die erste Méglichkeit ist wohl die wahrschein- 
lichste, da die Wuchsstoffmenge sonst nicht gleich nach der Mahlzeit 
steigen und bald darauf wieder fallen wiirde. Wenn diese Annahme 
Stich halt, sollte man erwarten, Wuchsstoff B in den wichtigsten 
Nahrungsmitteln zu finden. Dies wird naher untersucht werden. 

Es sei hier erwahnt, daB Aégl (1933) dieselben Verhaltnisse beim 
Auxingehalt des Harns angetroffen hat. Hier scheint die Wuchsstoff- 
menge jedoch nach den Mahlzeiten verhaltnismaibig stirker zu steigen. 


Der Co-Wuchsstoffgehalt des Harns, 


Kine Probe Harn wurde zur Trockne eingedamptt und in einem elektri- 
schen Muffelofen bei starker Rotglut verascht. Der Gliihriickstand wurde 
mit Salzsiure behandelt. diese auf dem Wasserbad weggedampft und der 
Rest in Wasser gelést. (Die als Co-Wuchsstoff wirkenden Metalle sind als 
Chloride léslich; vgl. Nielsen u. Hartelius, 1933 a). Die Co-Wuchsstoff 
wirkung des so dargestellten Auszuges wurde darauf in der Weise bestimmt, 
dai man den Auszug aus dem veraschten Harn zusammen mit einem 
Praparat von Wuchsstoff B (dargestelit durch Erwarmen einer 2 ° igen 
Ammoniumtartrat-Glucoselésung auf 135°; wal. Nvelsen und FHartelius, 
1932 b) den Kulturkolben mit Aspergillus niger in Mengen zusctzte, die 
2cem und 1l0cem Harn pro Kolben entsprachen. AuBerdem wurde zu 
einer Anzahl von Kolben nur die reine Wuchsstottlésung gefiigt (Tabelle V). 
Die Co-Wuchsstoffwirkung wird ausgedriickt durch das Verhaltnis der 
Trockensubstanzgewichte der Kolben, die einen Zusatz von Wuchsstotf B 

Aschenauszug erhalten hatten, und dem Trockensubstanzgewicht det 
Kolben, die nur das Praparat von Wuchsstoff B enthielten. Man sicht, 
daB die Co-Wuchsstoffwirkung recht gering ist. selbst fiir Aschenausziive 
aus [0 cem Harn. 


Tabelle V. 





Zusatz pro Kolben: 5eem Wuchs- 
stoft-B-Lésung (vorher auf 135° 
erwirmte 2° ig. Ammoniumtartrat- 
Glucoselésung) + Aschenauszug aus 
verschiedenen Mengen Harn: 


Aspergillus niger- Mit Co-Wuechsstoft 
‘rockensubstanz 
Bove — Ohne Co-Wuchsstoff 


ecm 


0.200 + ().00S 


0.287 = 0.018 1.44 
7 


0.356 rf O.O16 


Darauf wurde der Co-Wuchsstoffgehalt einer Reihe von Harn- 
proben der Tabelle LV in gleicher Weise untersucht, wie oben beschrieben, 
indem jedem Kolben der Aschenauszug aus 4 ccm Harn zugesetzt wurde. 


i) 
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Die Tabellenummern entsprechen den Nummern der Tabelle IV; die 
Proben sind hier ohne Ricksicht auf das Geschlecht der Versuchs- 
personen nur nach dem spezifischen Gewicht der Harnproben geordnet 
(Tabelle VI). Man ersieht aus der Tabelle, daB, wenn tiberhaupt, 
jedenfalls nur eine schwache Abhangigkeit zwischen dem spezifischen 
Gewicht (Trockensubstanzgehalt) und dem Co-Wuchsstoffgehalt des 
Harns besteht. 

Tabelle VI. 





Zusatz pro Kolben: 5cem Wuchs- 


s '-B-Los 0 > 35° Spez. Gew. sperg s ver- . , . . 
pont DO hig. pant okie a yt . ae ae Mit Co-W wchestof 
trat-Glucoselisung) + Aschenaus- —Harnprobe Ohne Co-Wuchsstott 
zug aus 4cem der Harnprobe Nr. : g 
1 1,012 0,327 +. 0,007 1.55 
15 1,012 0,381 + 6,094 1,78 
16 1,013 0.291 + 0,006 1.36 
2 1,014 0,322) + 0,091 1.50 
17 1.014 0422 + 0,021 1.93 
4 1,018 0.338 + 0.009 1.58 
9 1,028 0,321 +. 0,006 1,50 
19 1.023 9.325 + 0,054 1,52 
8 1,024 0,454 — 0,013 2,93 
12 1,030 0,376 0,009 1.76 
20 1,039 0,404 + 0,018 1,89 
14 1,034 0406 + 0,027 1,90 
Wucehsstoff ohne Co-Wuchs- 
Bs hk Sone Se Sx 0.214 — 0,004 - 
Wuchsstoff + Salzsaiureaus- 
zug aus }/ymg Filterasche 0.583 + 0,012 2,72 
Wuchsstoff + 0,05 °/o5 
ZnS0O,,7H,O ..... 0,377 + 0,012 1.76 


Die Wirkung des Zusatzes gréBerer Mengen von Auszug aus ver- 
aschtem Harn wurde nun untersucht und zu diesem Zweck eine gréBere 
Portion Harn (eine Mischung 15 verschiedener Proben) verarbeitet, 
wie oben beschrieben. Die Co-Wuchsstoffwirkung von Ausziigen aus 
2, 10 oder 50 cem Harn pro Kulturkolben wurde in der beschriebenen 
Weise gepriift; auBerdem wurde zu einigen Kolben nur eine Lésung 
von Wuchsstoff B gesetzt, zu anderen Wuchsstoff B + dem Auszug 
aus },mg Filterasche, und zu wieder anderen Wuchsstoff B + der 
optimalen Menge Zink (siehe unten) (Tabelle VII). Man sieht aus 
der Tabelle VII, daB die Vermehrung der Menge von Harnasche auf 
das 5- und 25fache die Co-Wuchsstoffwirkung nur wenig vergréBert 
hat, und daB die Wirkung der beiden gr6Bten Zusatze nahezu die gleiche 
ist. Der Versuch wurde mit dem gleichen Resultat wiederholt 
(Tabelle VIII). Mit dem Aschenauszug aus 50 ccm Harn hat man 
anscheinend die Maximalwirkung des im Harne enthaltenen Co-Wuchs- 
stoffs erreicht. 
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Tabelle VII. 





Zusatz pro Kolben: 5cem Wuchsstoff- Aspergillus niger- Mit Co-Wuchsstoff 
B-Lésung + Aschenauszug aus lrockensubstanz Mit Co-Wuchssto 
verschiedenen Mengen Harn: ccm g Ohne Co-Wuchsstoff 


0 0179 = + 0,006 — 

2 0,243 + 0,008 1,36 

10 0,332 + 0,008 1,85 

50 0,365 + 0,014 2,04 
Wuchsstoff-B-Lésung + 0,05 ° 99 

ve i. | 0,325 + 0,021 1,82 
Wuchsstoff-B-Losung + Auszug 

aus }/,mg Filterasche . . . . 0412 + 0,025 


Tabelle VIII. 





Zusatz pro Kolben: 5cem Wuchsstoff- Aspergillus niger- _ ea 
B-Lésung + Aschenauszug aus Trockensubstanz Mit Co-W = hsstoft 
verschiedenen Mengen Harn: cem g Ohne Co-Wuchsstoft 


0 0,216 + 0,097 
2 0,277 «9+ 0,007 
10 0,368 + 0.009 
50 0367 + 0,032 


Wuchsstoff-B-Lisung — 0.05 °/g9 
ZnSO, 7H,O....... 
Wuchsstoff-B-Lésung + Auszug 
aus 1/,mg Filterasche . . . . 0,461 0.008 


0,340 0.021 


Der Harn erinnert in seiner Wirkungsweise sehr an das Zink (Nielsen 
und Hartelius, 1933 a). Setzt man steigende Mengen von Zink zu einer Losung 
von Wuchsstoff B. so steigt anfangs die Wuchsstoffwirkung, bis sie beim 
Zusatz von 0.05/99 ZnSO, 7H,O ihr Maximum erreicht hat (entsprechend 
etwa einer Verdoppelung det Wirkung der reinen Wuchsstoff-B-Lésung); 
beim Zusatz weiterer Zinkmengen fallt die Wirkung wieder ab. Die Wirkungs- 
weise ist von der der Filterasche etwas verschieden: erstens ist die Wirkung 
viel schwacher, auBerdem aber ist sie innerhalb eines sehr groBen Kon- 
zentrationsbereiches (0,005 bis 0.5% 9, ZnSO,y. 7H,O) nahezu konstant. 
Ebenso verhalt sich die Harnasche. Thre Wirkung ist ungefahr von der 
gleichen GréBe, wie die des Zinks, und sie ist ungetahr gleich gro} zumindest 
in Ausziigen aus 10 und 50cem Harn. Die Versuche deuten somit daraut 
hin. daB der im Harn vorkommende Co-Wuchsstoff hauptsachlich aus 
Zink oder einem Stoff mit ahnlichen Eigenschatften besteht. 

Dies wiirde eine Erklirung dafiir geben, daB die Co-Wuchsstoff- 
wirkung der verschiedenen Harnproben der Tabelle nahezu die gleiche 
ist, obwohl das spezifische Gewicht des Harns stark variiert, und daB 
sie sehr nahe gleich ist der Wirkung des Zinks, dagegen bedeutend 
schwacher als die Wirkung von nur ! ,mg Filterasche. 


Noch eine weitere Bestarkung der Annahme, daB der Co-Wuchsstoff 
des Harns das Zink sei, kann in folgendem Befund gesehen werden: 
In einem friiheren Versuch war die Wirkung des Zusatzes steigender 





386 V. Hartelius: 


Mengen von Auszug aus Filterasche gepriift worden (Tabelle 1). Die 
Co-Wuchsstoffkurve verhielt sich dabei so, als ob gar kein oder nur 
Spuren Co-Wuchsstoff im Harn vorhanden waren.  Oben ist aber 
gezeigt worden, daB sich meBbare Mengen von Co-Wuchsstoff im Harn 
finden. Das bedeutet also, daB der im Harn vorkommende Co-Wuchs- 
stoff von solcher Art ist, daB er die Co-Wuchsstoffkurve der Filterasche 
nicht verdindert. Friiher ist gezeigt worden (Nielsen und Hartelius, 
1933a), daB Zink gerade diese Eigenschaft besitzt. Setzt man Zink 
in optimaler Menge zu einer Reihe von Wuchsstofflésungen mit stei- 
genden Mengen von Auszug aus Filterasche, so wird das Zink in allen 
Fallen eine zusitzliche Wirkung geben und diese beibehalten, auch wenn 
die Asche ihre maximale Wirkung erreicht hat. Die Co-Wuchsstoffkurve 
der Asche wird also durch einen solchen Zusatz um ein kleines Stiick 
(entsprechend der Zinkwirkung) in der Richtung der Ordinatenachse 
parallel verschoben werden, sonst aber keine Veranderung erfahren. 
Findet sich also Zink im Harn, so wird die Co-Wuchsstoffkurve der 
Asche zwar etwas héher liegen, sonst aber so verlaufen, als ob kein 
Co-Wuchsstoff im Harn enthalten wire. Dies ist in der Tat der Fall. 
SchlieBlich wiirde die Annahme, daB sich Zink im Harn finde, eine 
Erklirung des Umstandes geben, dafi der erste Versuch, bei welchem kein 
Zusatz vom Co-Wuchsstoff zu den Kulturen erfolgte. ein Resultat gab. 
das mit den Resultaten der spéiiteren, unter Zusatz von Co-Wuchsstoft 
ausgefiihrten Versuche tibereinstimmt, obwohl die absolute Wirkung de- 
Wuchsstoffes B bedeutend geringer war. Beim ersten Versuch wurden 
nimlich jedem WKulturkolben 5ccm Harn zugesetzt: diese Harnmenge 
enthalt nach dem Obenstehenden soviel Zink, dai die Co-Wuchstoffwirkung 
ungefaihr maximal ist. Selbst wenn also der Zinkgehalt stark schwankt 
(bis zu 200—300°,), zugleich mit der Dichte des Harns, wird die Co 
Wuchsstoffwirkung doch in allen Harnproben so gut wie gleich sein. 


Uber die Identitit des Wuchsstoffs aus Harn mit dem auf chemischem 
Weee oder mit Hilfe von Rhizopus suinus dargestellten. 


Der Wuchsstoff B wurde definiert (Nielsen und Hartelius, 1932a 
als ein Stoff, der auf die Trockensubstanzproduktion von Aspergillus 
niger fordernd cinwirkt, bestandig ist gegeniiber Warme (Erhitzen auf 
121° im Autoklaven) und Oxydation mit Wasserstoffperoxyd und in 
Ather unléslich ist. 

Das diesbeziigliche Verhalten des im Harn vorkommenden Wuchs 
stoffes wurde nun gepriift. Zuerst wurde die Atherléslichkeit untersucht. 
50cem Harn wurden mit 3 Teilen Ather ausgeschiittelt, die Ather- und 
Wasserschicht durch Eindampfen vom Ather befreit und der Riickstand 
in je 50cem Wasser gelést. Der Wuchsstoffgehalt der beiden Lésungen 
wurde zugleich mit dem von unbehandeltem Harn in iiblicher Weise mit 
Aspergillus niger unter Zusatz von 5eem der Proben pro Kulturkolben 
gepriift (Tabelle IX). Die Tabelle IX zeigt, dai der Harnwuchsstoff in 
Ather unldslich ist. 
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Tabelle IX. 





Aspergillus niger 
Trockensubstanz 


ria 


Unbehandelt. . . . . 0.478 ~ 0.005 
Atherschicht. . . . . O,L19 0.007 
Wasserschicht . . . . 0,539 -~ O.013 


Kontrolle: 0,102 L 0,002 


Sodann wurde die Bestandigkeit des Wuchsstoffs gegen Wasser- 
stoffperoxyd untersucht. 25 ccm Harn wurden mit 1 cem 30°, igem 
Perhydrol behandelt und das iiberschiissige Perhydrol durch Eindampfen 
der Lésung entfernt, worauf der Riickstand in 25 ccm Wasser gelést 
und dessen Wuchsstoffwirkung zugleich mit der des unbehandelten 
Harns gegen Aspergillus niger unter Zusatz von 2 cem Probe pro Kolben 
und Gegenwart von Co-Wuchsstoff gemessen wurde (Tabelle X). 
Man sieht, daB der Harnwuchsstoff gegen Oxydation mit Wasserstoff- 


Tabelle X. 





Aspergillus niger- 
(+ Co-Wuchsstoff) lrockensubstanz 


Unbehandelt . . ; 0.661 0,004 


Mit Perbydrol behandelt 0.688 + 0.0380 


Kontrolle: 0.080 O10 


peroxyd bestandig ist. Da der Harnwuchsstoff auch thermostabil ist, 
entspricht er also der Definition fiir Wuchsstoff B, und es ist daher 
natiirlich, ihn auch so zu benennen. Ob er mit den anderen \Vuchs- 
stoffen der Gruppe B identisch ist, ist natiirlich nicht entschieden. 

Die Identitaét wird jedoch wahrscheinlich gemacht dadurch, daB 
der Harnwuchsstoff das gleiche Verhalten gegeniiber Co-\Wuchsstoff 
zeigt, wie die anderen Wuchsstoffe B. Ebenso zeigen cinige in Angriff 
genommene Reinigungsversuche, da Gleichheit in verschiedenen 
Losungsverhaltnissen herrscht. 

Als Resultat der Untersuchungen dieses Abschnitts kann fest- 
gestellt werden, daB die Indentitat zwischen dem im Harn vorkommenden 
Wuchsstoff B und den frither beschriebenen Wuchsstoffen dieser Gruppe 
wahrscheinlich gemacht. aber nicht bewiesen ist. 


Zusammentassung. 


Es wurde gezeigt, daB sich im Harn reichliche Mengen von \\uchs- 
stoff B finden. Die ausgeschiedene Menge des Wuchsstoffes ist  pro- 
portional dem Trockensubstanzgehalt des Harns und unabhangig von 
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Alter und Geschlecht der Versuchspersonen: auch die Graviditat hat 
keinen EinfluB auf die Wuchsstoffausscheidung. Die pro Stunde aus- 
geschiedene Menge von Wuchsstoff B ist nicht konstant, sondern steigt 
nach den Mahilzeiten und besonders nach der Hauptmahlzeit. Es muB 
angenommen werden, daB der Gehalt des Harns an Wuchsstoff B aus 
der Nahrung stammt. 

AuBerdem wurde im Harn ein Co-Wuchsstoff nachgewiesen, der 
in seiner Wirkung sehr an Zink erinnert. Die im Harne auftretende 
Co-Wuchsstoffwirkung war so schwach, daB weitere Mengen von Co- 
Wuchsstoff in Form von Filterasche zugefiihrt werden muBten, um die 
volle Wirkung des im Harn enthaltenen Wuchsstoffs B zur Entfaltung 
zu bringen. 

Uber die Identitat des im Harn vorkommenden Wuchsstoffs B 
mit den friiher beschriebenen Wuchsstoffen der Gruppe B kann nicht 
endgiiltig entschieden werden. Die Identitat wird jedoch wahrscheinlich 
gemacht durch folgende Eigenschaften des Harnwuchsstoffs: 1. Warme- 
bestandigkeit ; 2. Bestandigkeit gegen Oxydation mit Perhydrol; 3. Ver- 
halten gegen Ather und andere Lésungsmittel; 4. Notwendigkeit der 
Gegenwart von Co-Wuchsstoff fiir die Entfaltung der Wirkung des 
Wuchsstoffs B. 

Dem Vorstand der Garungsphysiologischen Abteilung des Carlsberg 
Laboratoriums, Herrn Dr. N. Nielsen, sage ich meinen besten Dank fiir 
sein freundliches Interesse an dieser Untersuchung. Ebenso danke ich Herrn 
Dr. E. M. Steenberg fiir die Beschaffung von Harnproben. 
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Uber das Vorkommen von Wuchsstoff B. 


Von 
Vagn Hartelius. 
(Aus dem Carlsberg Laboratorium, Kopenhagen. ) 


(Eingegangen am 7, Mdrz 1933.) 


Friither ist gezeigt worden, daB sich reichliche Mengen von Wuchs- 
stoff B im Harn finden (Hartelius, 1933). Es wurde die Vermutung 
ausgesprochen, daB der Wuchsstoff B-Gehalt des Harns der Nahrung 
entstammte und daraus entweder direkt in Freiheit gesetzt oder beim 
VerdauungsprozeB gebildet wirde. Um die erste Méglichkeit zu unter- 
suchen, wurden Ausziige aus einer Reihe verschiedener Nahrungsmittel 
hergestellt und deren Wuchsstoff B-Wirkung mit den friiher beschrie- 
benen Methoden bestimmt (Hartelius, 1933). Aspergillus niger wurde 
auf einem Substrat gezogen, das die zum Wachstum notwendigen 
Stoffe im UberschuB enthielt, so daB es bedeutungslos war, wenn der 
Kulturlésung mit den zu untersuchenden Proben Nahrstoffe zugefiihrt 
wurden. Zu einigen der Kulturkolben wurde eine gewisse Menge der 
Lésung gesetzt, deren Wuchsstoff B-Gehalt bestimmt werden sollte, 
andere, zusatzfreie Kolben dienten als Kontrollen. Die Wirkung des 
Wuchsstoffs B wird durch den Faktor f angegeben, d.h. durch das 
Verhaltnis zwischen der durch Aspergillus niger gebildeten Trocken- 
substanz in den Kolben, die einen Zusatz der zu priifenden Lésung er- 
halten hatten, und dem Trockensubstanzgehalt der Kontrollkolben. 
f waichst mit steigender Wirkung des Wuchsstoffes. 

In den oben erwaihnten Versuchen wurde dem Kulturkolben gleich- 
zeitig Co-Wuchsstoff (Nielsen und Hartelius, 1933, Hartelius, 1933) in 
Form eines Salzséureauszuges aus 1 mg Filterasche pro Kolben zugesetzt, 
um die Wirkung des Wuchsstoffes B zu voller Entfaltung zu bringen 
(Tabelle 1). Bei den Versuchen tiber das Vorkommen von Wuchsstoft B 
im Harn hatte es sich namlich gezeigt, daB zwar Wuchsstoff B in reichlichen 
Mengen vorhanden war. der Co-Wuchsstoff dagegen nur in geringen Mengen:; 
es war ziemlich wahrscheinlich, daB die Verhaltnisse hier ahnlich sein 
wiirden. Um zu einer Schatzung des Co-Wuchsstoffgehaltes der zu unter- 
suchenden Proben zu gelangen, wurde deren Wuchsstotfwirkung in einem 
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Teil der Bestimmungen ohne Zusatz von Co-Wuchsstoff gepriift (Tabelle I1). 
War der Co-Wuchsstoffgehalt der betreffenden Nahrungsmittel gering, so 
sollte die Wuechsstoff-B-Wirkung in den Kolben, die keinen Zusatz von 
Co-Wuchsstoff erhalten hatten, bedeutend schwiaicher sein als in den anderen. 


Tabelle I. 





P Aspergillus niger- 
Mit Zusatz von Trockensubstanz 
Co-Wuchsstoftt 


Grinkohl ...... 0,231 O,018 
a 0.377 0,028 
Mohrriiben . 2... . 0,305 O.015 
Weibkohl . . 2... ., 0.369 0,009 
a 0,241 0,009 
a 0,145 0,012 
ee ee ee 0,289 0.012 
Aprikosen, getrocknete 0.340 O18 
Ptanmen, getrocknete 0,142 0.095 
ae oe 0,235 0,012 
eS are pees O309 0,011 
ee ee 0,211 0,010 
Blutserum. . ... . 0.294 0,014 


Kontrolle . .. 2... 0.046 0,04 


Tabelle Il. 





P Aspergillus niger- 
Ohne Zusatz von 1 er tn te 
Co-Wuchsstoff 


Mertotie: . . sw us 0.129 0,003 2.86 
Zitronen ...... 0.130 0,006 2.83 
eee. 2 ee es SS 0,091 0,003 1.98 
Blutserum. .. . 3 0,177 0,012 3,85 


Bomtroie. ... .. . 0,046 0,004 — 


Es wurden <Ausziige hergestellt aus Griinkohl. Lauch, Mohrriiben, 
WeiBkohl, Kartoffeln, Apfeln, Zitronen, getrockneten Aprikosen,  gé 
trockneten Pflaumen, Gerste und Malz. Das Ausziehen geschah in allen 
Fallen durch Kochen von 10g Substanz mit 100 cem Wasser durch 
2Stunden. Die Lésungen wurden der Vergleichbarkeit halber im Ver- 
haltnis zum Trockensubstanzgehalt der betreffenden Nahrungsmitte! 
auf 100cem fiir 0,6g Trockensubstanz verdiinnt. Sodann wurden di 
Lésungen unter Zusatz von 5cem pro Kulturkolben aut ihre Wuchsstoff-B 
Wirkung gepriift. AuBerdem wurden Ausziige aus Mileh und Blut in 
folgender Weise hergestellt : Magermilch wurde durch Einstellen auf py 4.5 
und schwaches Erwarmen vom Casein befreit und das ausgeschiedene 
Casein abzentrifugiert. Frisches Schweineblut wurde durch Zentrifugieren 
von den Blutkérperchen befreit. Bei der Priifung der Milch wurden 5 cem 
des Auszuges und bei der des Blutes 2cem Serum pro Kolben angewendet. 


Frither ist gezeigt worden (Nielsen und Hartelius, 1932 a), daB beim 
Erhitzen einer Zuckerlésung zusammen mit gewissen anderen Stoffen 
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Wuchsstoff B gebildet werden kann. Es konnte daher bedenklich 
scheinen, daB bei Herstellung der Ausziige aus den Nahrungsmitteln 
2 Stunden lang gekocht wurde; erstens wird jedoch bei einer so geringen 
Zuckerkonzentration, wie sie in den betreffenden Lésungen vorhanden 
war, nur wenig Wuchsstoff gebildet, und zweitens ist die Wuchsstoff- 
bildung bei einer Temperatur von 100° tiberhaupt nur gering. Es ist 
daher kaum eine Wuchsstoffbildung von solehem Umfange zu befiirchten, 
daB sie das Resultat verschieben kénnte. 

Tabelle I zeigt, daB sich in allen untersuchten Nahrungsmitteln 
Wuchsstoff B in verschiedenen Mengen findet. Bei einem Vergleich 
mit 'Tabelle IT sieht man, daB der Co-Wuchsstoffgehalt der untersuchten 
Lésungen so gering war, da der Co-Wuchsstoffzusatz, den die in Ta- 
belle I dargestellten Lésungen erhalten hatten, eine sehr kraftige Ver- 
stirkung der Wuchsstoff B-Wirkung mit sich gefiihrt hat. Am grObten 
war der Co-Wuchsstoffgehalt des Blutserums. 

Die Versuche zeigen, da zwischen dem Gehalt an Wuchsstoff B 
und an Co-Wuchsstoff dasselbe Verhaltnis herrscht wie im Harn. Es 
ist wohl sicher, da der Harn zumindest einen Teil seines Wuchsstoff- 
B-Gehalts direkt aus der Nahrung beziecht. 


Zusammenfassung. 


Es wurde gezeigt, daB eine Reihe von wichtigen Nahrungsmitteln 


reichliche Mengen Wuchsstoff B enthalten, wogegen deren Co-Wuchs- 
stoffgehalt nur gering ist. 

Zumindest ein Teil des im Harne vorkommenden Wuchsstoffes B 
ist daher vermutlich mit der Nahrung aufgenommen worden. 


Literatur. 


\. Hartelius, diese Zeitschr. 261, 76. 1933. N. Nielsen u. 
telius, ebenda 256. 2, 1932. Dieselben. ehonda 259. 340. 1933. 





Uber die Anwesenheit von sekretagogen Substanzen 
in dem reinen Magensaft des Hundes. 
Von 
S. A. Komarow. 


(Aus dem Physiologischen Institut der MeGill-Universitat, Montreal, 
Canada.) 


(Eingegangen am 7. Mdrz 1933.) 


Obgleich sich mehrere Forscher mit der Frage beschaftigt haben, ob 


in dem Magensaft Substanzen vorhanden sind, welche die Magensekretion 
férdern, kann dieses Problem nicht als endgiiltig geklart angesehen werden. 
Frowin (1905) zeigte zuerst, daB neutralisierter Magensaft, wenn man ihn 
in ziemlich groBen Dosen subcutan einspritzt, die Mayensekretion bei 
Hunden férdert. Eisenhardt (1910) beobachtete an Hunden mit isoliertem 
Magenblindsack, da Injektionen von Magensaft aus der Pylorusgegend 
Sekretion im Magen hervorriefen, wahrend Injektionen von Fundussaft 
wirkungslos waren. Jvy und Oyama (1921) waren nicht imstande, irgend- 
welche gastrinihnliche Substanzen aus dem Magenschleim zu extrahieren. 
Maydell (1913, 1917) sah nach Einspritzung von Magensaft keinen sekre- 
tagogen Effekt. Luckhardt, Koch, Keeton und La Mer (1919—-1920) fanden 
ebenso, daB kein Gastrin aus dem Magensaft extrahiert werden kann. 
lam (1924) benutzte als Methode das akute Experiment und _ berichtete 
ebenfalls, daB intravenése Injektion des tiereigenen Magensaftes in keinem 
Falle Magensekretion hervorrief. In einer sehr interessanten Arbeit, welche 
als vorlaufige Mitteilung im Jahre 1931 erschien, berichtete E. Krimberg 
iiber die Anwesenheit von .,sekretagogen Hormonen‘: im Magensaft des 
Hundes, und zwar in dem Phosphowolframsaureniederschlag. © Nachdem 
der experimentelle Teil dieser Untersuchung abgeschlossen und als Teil 
einer M. Se.-Diss. eingereicht worden war, erschienen zwei Arbeiten, die 
sich mit demselben Problem befassen. Yoshida (1931) erhielt Magen- 
sekretion an Hunden mit isoliertem Magenblindsack nach intravenésen 
Kinspritzungen von Magensaft. der vorher gekocht, filtriert und durch 
Kochen sterilisiert worden war. Hennig und Bach (1931) konnten in zahl- 
reichen Experimenten zeigen, daB menschlicher Magensaft, wenn er durch 
Natriumearbonat gegen Lackmus neutralisiert, filtriert und einem Hund 
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mit einer einfachen Magentistel in Mengen von 10cem = intravends ein- 
gespritzt wird, eine ziemlich starke sekretagoge Wirkung ausiibt. Die 
Einspritzung von pathologischem (achylischem oder anacidem) Magensaft 
war jedoch unwirksam. 

Bei allen diesen Forschungen enthielten die verwendeten Magensaft- 
praparate anorganische Salze und, in der groBen Mehrzahl der Fille, 
einen betrachtlichen Gehalt an Proteinen. Da der Magensaft besonders 
reich an Kaliumchlorid ist (Rosemann, 1927) und dieses, wenn intra- 
vends oder auch subcutan verwandt, eine pharmakodynamisch sehr 
wirksame Substanz darstellt, war unsere Hauptabsicht, als Testobjekte 
solche Praparate herzustellen, die frei von anorganischem Material 
und besonders von Kaliumsalzen waren.  Andererseits dachten wir, 
daB vollkommene Entfernung der Proteine notwendig sei, um das Auf- 
treten einer allergischen Reaktion zu vermeiden, die das Resultat der 
wiederholten parenteralen Applikation sein kénnte. Diese Reaktion 
beeinfluBt bei Hunden besonders das Verdauungssystem (Schittenheim 
und Weichardt, angefiihrt bei Komarow, 1924). 


Sieben groBbe Proben von Magensaft verschiedener Herkunft 


und in Mengen von 500 cem bis zu 6 Litern wurden untersucht. Von 
sechs Proben wurden wirksame protein- und salzfreie Fraktionen 
erhalten, die nach intravendser oder subcutaner Injektion Sekretion 
der Magendriisen der Hunde verursachten. 


Methodik. 
Der erste Schritt in der vorliegenden Untersuchung war, eine 
geeignete Methode zur Entfernung der Proteine von dem Magensaft 
zu finden. Drei Methoden gaben zuverlassige Resultate. 


1. Fdllung durch Kochen. 

Frisch sezernierter Magensaft (py 0.9 bis 1,2) wurde filtriert und tibet 
einer freien Flamme zum Sieden ohne vorhergehende Neutralisation erhitzt. 
Mehrere spezielle Experimente zeigten, dal unter solechen Bedingungen die 
Proteine des Magensaftes quantitativ gefallt wurden, wogegen etwas 
proteinhaltiges Material beim Sieden in Lésung blieb, wenn Alkali hinzu 
gefiigt wurde, um die Aziditat herabzusetzen. Dies ist in Tabelle 1 illustriert. 
welche die Stickstoffwerte in Filtraten zeigt, die durch Kochen des gleichen 
Magensaftes bei verschiedenem py erhalten wurden. 

In unseren Experimenten wurde die Fallung, die durch das Kochen 
des sauren Magensaftes gebildet worden war. abfiltriert und dreimal mit 
heiBem, destilliertem Wasser gewaschen. Die Filtrate und das Waschwasse1 
wurden durch 10% ig. NaOH neutralisiert und auf ein kleines Volumen 
eingeengt. Die Reaktion wurde so gehalten, dal sie sauer gegen Lackmus, 
aber negativ gegen Kongo war. Die geringe Fallung, die sich gewoéhnilich 
bei der Einengung bildete, wurde filtriert, mit 80°%ig. Alkohol gewaschen 
und das neue Filtrat mit dem vom Alkohol befreiten Waschwasser vereinigt 


und weitgehend eingeengt. 
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Tabelle I. 


Fillbarkeit der Magensaftproteine durch Kochen bei 
verschiedenem pg. 


Der in diesem Versuch gebrauchte Magensaft wurde von einem Hunde 
mit Magenfistel und Oesophagotomie nach Scheinfiitterung erhalten. Zu 
5eccem des filtrierten Magensaftes wurden verschiedene Mengen n/5 NaOH 
zugesetzt und das Ganze durch CO,-freies, destilliertes Wasser auf gleiche 
Volumina gebracht. Alle Proben wurden in einem kochenden Wasserbad 
genau 2 Minuten erhitzt. danach rasch gekitihlt, filtriert und der Stickstoff- 
gehalt in den Filtraten nach Pregls Mikrokjeldahlverfahren bestimmt. 
Alle Werte sind in Milligrammprozent des urspriinglichen Magensaftes 
berechnet. Gosamtstickstoff 29,4 mg-%. 





= Destilliertes Stickstoff im Stickstotf im 
Magensaft n5 NaOHu Wasset Pu Niederschlag Filtrat 


cem ecm ecm mg-"/o meg-' 


0 3.3 16,2 
2,00 8 . 21,0 
2,50 2; : 22,4 
3.00 : 5. 93 F 
3,50 3,0 ; 25,2 
3.69 5, 5.0 24.4 


3.65 * 5, 3.6 25,8 


* Wenn die Aziditat des Magensaftes etwas weiter herabgesetzt wurde, bewirkte Kochen 
keinen Niederschlag mehr. 


2. Direkte Acetonfdllung. 


Direkte Behandlung des frisch sezernierten, filtrierten sauren Magen- 
saftes mit 2 Volumen Aceton erwies sich ebenfalls als eine sehr wertvolle 
Methode zur Bereitung von proteinfreien Magensaftfiltraten. Die Stickstoft- 
werte solcher Extrakte glichen gewéhnlich den mit der ersten Methode 
oder durch Fallung mit Trichloressigséiure erhaltenen. Die sekretagoge 
Wirksamkeit des endgiiltigen Praiparates war auch die gleiche. Beim Hinzu- 
fiigen von Aceton zu dem Magensaft erscheint sofort eine Triibung, und ein 
flockiges Prazipitat bildet sich in 30 Minuten bis zu 1 Stunde. Die klar 
KFliissigkeit wurde gr6éBtenteils durch Dekantieren und der Rest durch 
Zentrifugieren getrennt. Das Prazipitat wurde durch 80 °%ig. Alkohol 
wiederholt extrahiert. Das Acetonfiltrat wurde mit Alkoholextrakten 
vereinigt, mit 10%ig. NaOH. neutralisiert und vom Aceton und Alkoho! 
durch Destillation befreit und weitgehendst eingeengt. 


3. Acetonfdllung te ilweise neutralisierten Magensaftes. 


Extrakte. in Qualitat den Extrakten | und 2 ahnlich, konnten dadurch 
hergestellt werden, daB man 2 Volumen Aceton einem Magensaft hinzufiigte. 
der erst durch verdiinnte Natronlauge neutralisiert und dann durch Essig 
siure auf ein py von 5,4 gebracht worden war. Im_ tbrigen wurde dic 


gleiche Methode wie unter 2. angewandt. 





Anwesenheit v. sekretagogen Substanzen im Magensaft des Hundes. 95 


Bei unseren Versuchen, exzitosekretorische Stoffe aus dem Magen- 
saft zu isolieren, wurde die Fallung durch Phosphorwolframsiure 
als Basis der Methode aus folgenden Griinden angenommen: Eine 
groBe Anzahl physiologisch aktiver Substanzen, die von verschiedenen 
tierischen Geweben und Organen, aber auch von Pflanzen isoliert 
werden, gehoren zu Gruppen stickstoffhaltiger Basen, die quantitativ 
durch Phosphorwolframsaure fillbar sind. Unter diesen Basen befinden 
sich Histamin, Cholin und ihnen chemisch verwandte Stoffe. Es ist 
moéglich, daB Histamin oder histaminaihnliche Substanzen etwas mit 
dem aktiven Prinzip der Pylorusschleimhaut zu tun haben (/ry, 1930: 
Sacks, Ivy, Burgess und Vandolah, 1932). Eine andere Moglichkeit 
ist, daB ein Hormon (Cholin oder seine Derivative ?) analog dem Ldévwi- 
schen Vagusstoff als eins der Bestandteile des Magensaftes wiahrend der 
cephalischen Phase der Magensaftsekretion gebildet wird. Sehr ein- 
leuchtend ist in diesem Zusammenhang die Entdeckung, daf Cholin 
oder einige cholinahnliche Substanzen ein normaler Bestandteil des 
Speichels sind (/7unt, 1915; Guggenheim und Léffler, 1916). Deshalb 
wurde daran gedacht, da} die Verwendung von Phosphorwolframsaure 
in der Analyse des Magensaftes auf die mégliche Gegenwart von Histamin, 
Cholin und deren Derivate eine geeignete Methode darstellt. Kin 
anderer Grund war, daB Phosphorwolframsiure als ein’ brauchbares 
Mittel zur Isolierung wirksamer Extrakte aus frischen Muskeln und 
Liebigs Fleischextrakt bekannt ist. Die Praparate, die auf diese Weise 
erhalten werden, sind abgesehen von anderen Eigenschaften durch eine 
besonders ausgesprochene anregende Wirkung auf die Magensekretion 


ausgezeichnet, wenn sie intravenéds oder subcutan injiziert werden 
(R. Krimberg, 1925: Komarow, 1921: R. Krimberg und Komarow, 
1926, 1927). 


Die proteintfreien Filtrate, die auf eine der oben beschriebenen Methoden 


von dem Magensaft erhalten worden waren, wurden auf ungefahr 100 bis 


200cem  eingeengt und durch Phosphorwolframsaure  gefallt, wobec: 
jeder gréBere UberschuB an Saure vermieden wurde. Der Niederschlag wurde 
nach 24 Stunden abfiltriert, mit 5°,ig. Schwefelséiure gewaschen und weit- 
gehendst durch Zerreiben mit Bariumearbonat zersetzt. Manchmal wurden 
auch einige Gramm Bariumhydroxyd gebraucht. um die Zersetzung der 
Wolframate zu vervollstandigen. Die Lésung der freigemachten, stickstoft- 
haltigen Basen wurde so schnell wie mdéglich in der Regel innerhalb 
| bis 2 Minuten in eine geniigend groBbe Menge verdiinnter Schwetelsaure 
filtriert. Der UberschuB an Schwefelsaiure wurde aus dem Filtrat durch 
velindes Erhitzen mit Bariumearbonat unter erniedrigtem Druck entfernt. 
Nach Entfernung des gebildeten Bariumsulfats wurde die Lo6sung der 
Carbonate der stickstoffhaltigen Basen konzentriert und = schlhieblich ge 
trocknet. Ein ahnliches Magensaftpraparat wurde von #2. Krimberq zu 
intravenésen Injektionen verwendet, als sie die Méglichkeit der Gegenwart 
von sekretagogen Hormonen im Magensaft studierte. Unseres Erachtens 
kann jedoch die Fraktion der stickstoffhaltigen Basen, welche nach Zer- 
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setzung der Phosphorwolframate mittels Baryts und darauffolgender 
Bearbeitung des Filtrates mittels Kohlensaiure erhalten wird, fiir solchen 
Zweck nicht ohne weitere Reinigung gebraucht werden. Ein solches Praparat, 
besonders wenn es aus Magensaft bereitet ist, ist namlich sehr reich an 
Kaliumsalzen und enthalt in der Regel etwas Barium, welches, da es in 
organischer Form vorliegt. aus der Fraktion nur durch Schwefelsaiure 
entfernt werden kann. Deshalb haben wir uns bei der ersten Serie von 
Experimenten entschlossen, nicht diese ganze Fraktion, sondern einen 
daraus bereiteten Alkoholextrakt zu benutzen. Nachdem die Fraktion 
griindlich getrocknet worden war, wurde sie mittels groBber Mengen von 
absolutem Alkohol wiederholt extrahiert. Nach der Entfernung des Alkohols 
wurde der Extrakt jedesmal auf Kalium und Barium gepriift und nur dann 
fiir die Experimente gebraucht, wenn er fret von diesen war. Nur 30. bis 
46°) des Gesamtstickstoffs dieser Fraktion war in Form von alkohol- 
léslichen Basen vorhanden und auf diesem Wege zur Untersuchung an 
Tieren verwendbar. Es wurde auch versucht, durch ein anderes Verfahren 
die sekretagogen Substanzen aus dem Magensaft zu isolieren, und zwar 
mittels der Silberbarytmethode, welche sich mehrmals als sehr wertvoll 
erwies (Arimberq, 1925; Komarow, 1921; Dale und seine Mitarbeiter). Die 
Purin-, Histidin- Arginin- und Lysinfraktion wurden aus den zwei Proben 
des Magensaftes isoliert und ihre Wirkung auf die Magensekretion gepriift. 
Einige Abanderungen des tiblichen Silberbarytverfahrens wurden eingefiihrt, 
um die hydrolysierende Wirkung des Bariumhydroxyds und die oxydierende 
Wirkung des Silberoxyds méglichst herabzusetzen. 

Die Fraktion der stickstoffhaltigen Basen wurde in etwa_ 100 cem 
destilliertem Wasser aufgelést und mittels H NO, angesaéuert, bis die L6sung 
eine schwach positive Kongoreaktion gab. Unmittelbar danach wurde die 
Purinfraktion durch 20% Silbernitrat prazipitiert, das bis zum AKosselschen 
Endpunkt zugefiigt wurde. In einem Falle entstand ein geringer Nieder- 
schlag, wahrend sich in einem anderen nur eine schwache Triibung zeigte. 
Dieser erste Silberniederschlag wurde 24 Stunden in einem Eisschrank 
stehengelassen und dann filtriert, dreimal mit 10 bis 15 c¢cem destilliertem 
Wasser gewaschen, in destilliertes Wasser getan und durch H,S zersetzt. 
Der geringe Silbersulfidniederschlag wurde entfernt und das Filtrat mit 
Na,CO, neutralisiert und verdampft. Die Histidin-Argininfraktion wurde 
von dem ersten Silberfiltrat durch Prazipitation mit einer kalt gesattigten 
Lésung von Bariumoxyd erhalten, wobei ein wesentlicher UberschuB an 
letzterem vermieden wurde. Das ganze Verfahren, einschlieBlich Filtrieren 
und Waschen, wurde in 30 Minuten unter Eiskiihlung ausgefiihrt. Dieser 
zweite Silberniederschlag wurde durch H,S zersetzt. Die Lésung, die nach 
der Entfernung des Silbersulfids erhalten wurde, enthielt Spuren von 
Barium, die durch Hinzufiigen von verdiinnter Schwefelséure entfernt 
wurden. SchlieBlich wurde die Lésung durch HC! neutralisiert und zur 
Trockne eingedampft. 

Die Lysinfraktion wurde von dem Filtrat erhalten, das _ tibrigblieb. 
nachdem der zweite Silberniederschlag abfiltriert worden war. Dieses 
Filtrat, direkt in etwas verdiinnte Schwefelsaure gesammelt, wurde mittels 
Salzséure entsilbert und mittels Bariumhydroxyd neutralisiert. Das Filtrat 
wurde sodann auf ein Volumen von etwa 100 ccm eingedampft und durch 
Phosphorwolframsaure ausgefallt. Der gebildete Niederschlag wurde mittels 
Bariumearbonat, wie oben beschrieben, zersetzt. Die deutlich alkalische 
barium- und sulfatfreie Lésung, die tibrigblieb, wurde mit Salzséure neutra- 
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lisiert, zur Trockne eingedampit und mit absolutem Alkohol extrahiert. 
Nach vollkommener Entfernung des Alkohols wurde der Extrakt fiir die 
Experimente verwendet. 

Wahrend der ganzen Arbeit wurden alle nétigen VorsichtsmaBregeln 
gebraucht, um die bakterielle Zersetzung des Materials zu vermeiden. 
Alle Eindampfungen wurden in vacuo durchgefihrt. Die erhaltenen 
Fraktionen wurden in Vakuumexsikkatoren bis zum Tag des Experiments 
aufbewahrt. Sobald sich der Hund experimentfaihig erwies (Magen- 
schleimhaut wenigstens 1 Stunde lang alkalisch) wurde die betreffende 
Fraktion in einer bestimmten Menge destillierten Wassers aufgelést 
und die Injektion gewéhnlich in 5 Minuten intravenés oder subcutan 
gemacht. Die Menge der eingespritzten Fliissigkeit war in den meisten 
Fallen 2 bis 5cem. Die Lésung wurde so langsam wie mdéglich ein- 
gespritzt. In den Fallen, wo Magensaft erhalten wurde, wurde die 
Gesamtaziditat und die freie Salzsiure in der iiblichen Weise bestimmt. 
Die Verdauungskraft wurde nach Metts Methode, modifiziert von 
Nierenstein und Schiff (1902), bestimmt. Drei Hunde mit Oesophagotomie 
und Magenfistel und einer mit einem isolierten Magenblindsack nach 
Pawlow wurden in unseren Experimenten verwendet. In zahlreichen 
Kontrollexperimenten sezernierten diese Tiere waihrend vieler Stunden 
(5 bis 7) keinen Magensaft. Nur alkalischer Schleim wurde in Mengen 
von 2 bis 4 cem pro Stunde abgesondert. Diese Experimente hat tibrigens 
Babkin (1932) angefiihrt. 


Experimentelle Resultate. 
Die Wirkung der alkoholléslichen, stickstoffhaltigen Basen, 

In der ersten Reihe von Experimenten wurden fiinf Priparate 
alkoholléslicher, stickstoffhaltiger Basen, die von fiinf verschiedenen 
Portionen Magensaft isoliert worden waren, auf ihre sekretagoge 
Wirkung gepriift. Vier von diesen Praiparaten wurden aus normalem, 
reinem Magensaft, der nach Scheinfiitterung von Hunden mit einer 
Magenfistel und Oesophagotomie gesammelt worden war, isoliert. Sie 
zeigten nach intravenéser oder subcutaner Injektion cine sichere und 
erstaunlich gleichmaBige foérdernde Wirkung auf die Magensekretion. 
Ein Praparat, das aus reinem Magensaft erhalten wurde, der von einem 
Heidenhainschen Magenblindsack sezerniert worden war, erwies sich 
dagegen als unwirksam, selbst wenn es in gréBeren Dosen als in den 
erwihnten anderen Zubereitungen injiziert wurde. Die Resultate 
werden durch die folgenden Ausziige aus unseren Protokollen illustriert. 


Praparat |. 
Magensaft von dem Heidenhains-Magenblindsack, S60 cem. Diese 
Menge wurde von dem Magenblindsack nach Heidenhain wahrend 1 Monats 
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gesammelt. Die Diat bestand aus Fleisch, Haferflocken, Milch und Leber- 
tran. Die tagliche Sekretion schwankte von 50 bis 80 ccm wahrend 8 Stunden, 
Zweimal taglich wurde der Saft filtriert und von den Proteinen nach Ver- 
fahren 2 befreit. Die Fraktion der alkoholléslichen, stickstoffhaltigen 
Basen wurde in der oben angefiihrten Weise gewonnen und in zwei Experi- 
menten an Hund B (Magenfistel und Oesophagotomie) gepriift. Ein Teil 
der Fraktion, entsprechend 425 ccm des Magensaftes in einem Falle und 
170 cem in dem anderen, wurde in 5cem destillierten Wassers gelést und 
intravenés injiziert. 2 Stunden vor und 3 Stunden nach der Injektion 
wurde kein saurer Saft erhalten. Auch wurde keine Wirkung auf Puls und 
Atmung beobachtet. 
Praparat IT. 

Scheinfiitterungssaft, 900 cem. Diese Menge wurde wahrend 4 Stunden 
von drei Hunden mit Magenfistel und Oesophagotomie nach Scheinfiitterung 
erhalten. Die Proteine wurden von dem filtrierten Saft nach dem Ver 
fahren 3 entfernt. Die Fraktion der alkoholléslichen, stickstoffhaltigen 
Basen wurde auf die tibliche Weise erhalten und in drei Experimenten an 
Hund B gepriift. Das Experiment vom 22. Juni 1930 ist als Beispiel an- 
gefiihrt (Tabelle Il). In den anderen zwei war der Effekt der ahnliche. 


Tabelle II. 


Versuch am 22. Juni 1930. Dog B (Magenfistel und Oesophago- 
tomie). 





Ausscheidung aus der Magenfistel 





Zeit Menge Gesamt- Pepsin Puls Bemerkungen 
eem aziditit nach Mett 
Biya ro 
2°00 od | Magenschleimhaut 
2 39 0,8 Schleim  alkalisch 58 j alkalisch. 


von 6ecm Lisung 


| Subcutane Injektion 
von  Basenfraktion 


2 30—31 35 (Priiparat If),  ent- 

| sprechend 180 ccm 
Magensaft. 

2 35 JA 58 Beginn der Sekretion. 

2 45 1,8 Sebleim 8 0 145 58 

3 00 1,5 klar 21 f 325 56 

3 15 28 . 21 2 900 56 

3 30 1,5 etwas 12 0 400 58 

Schleim 

3 45 1,5 Schleim 8 0 325 58 

4 00 1.5 - 8 0 325 58 

415 2.0 a 4 0 65 58 


Man kann aus diesem Experiment ersehen, daB eine geringe, aber sehr 
deutliche Magensaftsekretion erfolgte, die von einer wesentlichen Steigerung 
des Pepsingehaltes des Sekretes begleitet war. 


Praparat III. 


Scheinfiitterungssaft, 500 cem. Diese Menge Magensaft wurde durch 
Scheinfiitterung von zwei Hunden wahrend 3 Stunden erhalten. Nach 
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dem Filtrieren wurde er [8 Stunden lang im WKiihlschrank authbewahrt. 
Die Proteine wurden nach dem Verfahren 3 entfernt. Die alkoholléstiche 
Fraktion der stickstoffhaltigen Basen wurde von dem Phosphorwolfram- 
siureprazipitat auf die gewohnliche Weise gewonnen und am 29. Mai 1931 
an Hund C gepriift. Der Stickstoffgehalt der Gesamttfraktion der stickstoft- 
haltigen Basen betrug 106mg 21.2 mg-%. Der Stickstoffgehalt des 


alkoholléslichen Teiles war 36 mg 7.2 mg-% (siehe Tabelle ITT). 
0 


Tal 
Fabelle TIT. 


Versuch am 29. Mai 1931. Hund C (Magenfistel und Ocesophago- 
tomie). 





Ausscheidung aus der Magentistel 


Zeit Menge Gesamt- — Pepsin Bemerkungen 
on aziditut nach Mett 
10°00" 
10 25 2.5 Schleim alkalisch 0 
10 40 1.0 Ps a i) > Magenschleimhaut alkalisch 
10 55 + ie : 0 | 
11 10 0 
Subcutane Injektion 4.5 com 
Lisung von Basenfraktion 
11 10—11' (Praparat I11) entsprechend 
| 450 ecm Magensaft. Stick 
stoffgehalt 32,4 mg. 
11 15 a Beginn d. sauren Sekretion. 
11 35 0,5 5 0 
11 50 5.9 Sd 64 100 
12 05 5.0 (etwa 107 94 175 
1,5 Schleim) 
12 20 1,5 110 9) 220 
12 35 0.9 (etwa 
0.4 Schleim) | . . 
12 50 0,3 — ae 0 & 
1 05 0.9 Schleim | 
; = ny . | alkaliseh 576 
1 50 0 
: S — x : Magenschleimhanut alkalisch 


Praparat IV. 

Schein fiitterungssaft, 4 Liter. Diese Menge Magensaft wurde wahrend 
4 Wochen von drei Hunden mit Magentistel und Oesophagotomie nach 
Scheinfiitterung erhalten. Alle 15 Minuten wurde der Saft filtriert und nach 
dem Verfahren 3 von Proteinen befreit. Die Fraktion der alkoholléslichen 
stickstoffhaltigen Basen wurde von dem gesammelten proteinfreien Material 
auf die tibliche Weise isoliert. Mit diesem Praparat wurden drei Experimente 
an Hund C (Magenfistel und Oesophagotomie) ausgeftihrt und dabei ge- 
funden, daB es an Wirkung auf die Magensekretion den oben beschriebenen 
Priparaten, welche aus Scheinfiitterungssaft tsoliert worden waren, absolut 
gleichkam. 
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Praparat V. 

Scheinfiitterungssaft, G00 com. Diese Menge Magensaft wurde wahrend 
3 Stunden von drei Hunden nach Scheintiitterung erhalten und von Pro- 
teinen nach dem Verfahren 2 befreit. Die Wirkung der von dieser Probe 
isolierten Fraktion der alkoholléslichen Basen wurde in zwei Experimenten 
an einem Hund mit einem nach Pawlows Methode isolierten Magenblindsack 
studiert. Mengen der Fraktion, welche 300 cem des Magensattes entsprachen, 
wurden subeutan injiziert. Nach einer latenten Periode von 10 Minuten 
anderte sich die Reaktion der Mucosa von alkalisch zu stark sauer, 
und wahrend der darauffolgenden 30 Minuten wurden 0,2. bzw. 0.3 cem 
saurer Magensaft sezerniert. Die Starke dieses Effektes steht in vollem 
Einklang mit der verhaltnismaBig geringen Oberflache des isolierten Blind 
sackes. 

Wir glauben durch diese Reihe von Versuchen bewiesen zu haben, 
daB aus normalem reinem Magensaft Substanzen extrahiert werden 
kénnen, die einen deutlichen, wenn auch nicht sehr starken, stimu- 
lierenden Effekt auf die Magensekretion haben, falls sie intravends 
oder subcutan eingespritzt werden. Diese Substanzen gehéren zu det 
Gruppe der stickstoffhaltigen Basen, die durch Phosphorwolframsiure 
gefallt werden kénnen und die als Carbonate in absolutem Alkohol 
léslich sind. 

Die Wirkung der Purinfraktion. 


Aus 1,8 Litern Magensaft, der von einem Pawlowschen Magen- 
blindsack sezerniert worden war, wurde die Purinfraktion isoliert und 
in zwei Versuchen an Hund D (Magenfistel und Oesophagotomie) 
geprift. Intravenése Injektionen von Mengen, die 500 bis 1000 com 
Magensaft entsprachen, hatten keine Wirkung auf die Tatigkeit der 
Magendriisen. 

Die Wirkung der Histidin-Argininfraktion. 

Die Wirkung von zwei Praparaten dieser Fraktion auf die Magen- 
sekretion wurde untersucht. Praparat A war von 6 Litern Schein- 
fiitterungssaft, Priparat B aus 1,8 Litern Magensaft von Pawlowschen 
kleinen Magen erhalten worden. In beiden Fallen waren die Proteine 
nach Methode | entfernt worden. Beide Praiparate zeigten zwar sekre- 
tagoge Eigenschaften, aber in geringerem MaBe als die oben beschriebene 
Fraktion der stickstoffhaltigen Basen. 


Praparat A 
(aus 6 Litern Scheinfiitterungsaft). 

Der Stickstoffgehalt betrug 1,77 mg pro 100ccm Magensaft. Vier 
Experimente wurden an Hund C (Magenfistel und Oesophagotomie) aus 
getiihrt. Als ein typisches Beispiel fiir die Wirkung ist das Experiment 
vom Il. Juni 1931 angefiihrt (Tabelle IV). 
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Tab lle iV. 
Versuch am 11. Juni 1981. Hund ( (Magenfistel und Ocsophago 


tome). 





Ausscheidung aus der Magenfistel 
Zeit 


Menge Gesa > : Bemerkungen 
Meng samt- iia psi 
' Hc | Pepsin 


com aziditit nach Mett 


1090" 
10 30 0.4 














11 00 1.6 | ; , 
11 30 04 ,> ‘hleim = alkalisch 0 9) Magenschleimhaut alkalisch 
11 45 1,1 
11 52 0 
| Subcutane Injektion 4.0 ecem Lé 
" ae sung von Histidin-Arginin- 
11 52—53 fraktion (Priiparat A), ent- 
| sprechend 1 Liter Magensaft 
Stickstoffgehalt 17.7 mg 
12 09 if) 
12 09 0.4 ' 
12 23 16 | alkalisch 0 40 Magenschleimhaut alkalisch 
12 38 0 
Intravenose Injektion 3.0 com der- 
12 45—46 selben Lisung, entsprechend 
750 cem Magensaft, Stickstof?- 
| gehalt 13,3 mg. 
12 46 0 Pulsbeschleunigung, beleckt sich 
\ hintig. 
12 50 al n der Sekretion Puls 
= rormal 
1 05 24 | -~9 9 9- 
1 20 11 Do 34 or Mehrere Niesanfalle. 
1 % 1S ' 
1 50 O46 \ 70 0 400 
2 05 0,2 | 
2 20 15 = Hund sehlitt 
2 35 O15 Whee “s 
3 00 1.0 Sechlen ilkalise] 0 
n { Hund ist in das re Zimmer 
53 15 gebracht. Vorbereitungen zut 
Fiitter 
3 39 D1 ‘) S Ww) 
22, I + 4 


> 


Praparat B 

Dieses Praiparat wurde von 1.8 Litern Magen-aft erhalten, der von 
emem Pawlowschen Magenbl ndsack sezerniert worden war. Der Stickstoft 
gehalt betrug 4.4 mg pro 100 cem Magensaft. Die sekretorische Wirkung 
dieser Fraktion wurde in zwei Experimenten untersucht, die an Hund 
Magenfistel und Oesophagotomie) ausgefiihrt wurden. Die Wirkung wa: 
in beiden Versuchen sehr ahnlich und ist durch das Experiment vom 9. Juni 
1931 (Tabolle V) illustriert. 

Diese Reihe von Experimenten zeigt, da die Histidin-Arginin 
fraktion, intravends injiziert, eine deutliche Wirkung auf die Magen- 
sekretion hat. In dem Experiment vom I]. Juni 1931 (Tabelle IV) 
bewirkte eine Menge dieser Fraktion, die 150 cem des Scheinfiitterungs- 
saftes (13.3 mg N) entsprach, nach intravendser Injektion cine Magen- 
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Tabelle V. 
Versuch am 9. Juni 1931. Hund C (Magenfistel und Oesophago- 
tomie). 





Ausscheidung aus der Magenfistel 





Zeit Menge Gesamt- yy, _ Pepsin Bemerkungen 
eem aziditit nach Mett 
ghan: { Magen leer. 
: ~ ‘ | Sechleimhaut schwach sauer. 
1 5 ) 
11 00 0,1 
11 15 0 Magenschleimhaut 
11 25 O05 schwach sauer. 
11 40 0.5 Schleim 13 0 
11 55 05 
12 25 0 Magenschleimhaut alkalisch. 
| Subcutane Injektion von 3,0 eem 
- , Lisung vor Histidin-Arginin - 
12 25 - 26 fraktion (Priparat B), ent- 
| sprechend 500 cem Magensaft, 
Stickstoffgehalt 21,2 mg. 
12 40 0 
12 50 0 Magenschleimhaut alkalisch. 
| Intravendse Injektion von 2,0 cem 
or » derselben Lésung,  entspre- 
12 50—51 chend 330 cem Magensaft, 
Stickstoffgehalt 14,0 mg. 
12 51— 52 Puls beschleunigt und schwach 
12 rs rr Beginn der sauren Sekretion. 
( 0 cle - ) 
1 05 4 klar | 50 a8 409 Mehrere Niesanfalle 
1 20 .S. « | 
1 35 0,25 .. 
1 50 0.25 - oar 
2 05 0°25” 59 36 490 
j + 2.2 Schleim | Schiafrie 
2 20 0,25 klar 1 4s 13 acts 
!- 0.3 Schleim | ™ . 
2 35 0,05 
2 50 0,4 Schleim 18 0 
7 Hund wird in ein anderes Zim- 
3 00 mer gebracht. Vorbereitungen 
zur Fiitterung. 
315 12,0 klar 86 62 210 


sekretion von 6ccm. In dem gleichen Experiment hatte eine gréBere 
Dosis, die 1 Liter Magensaft (17,7 mg N) entsprach, aber subcutan 
injiziert wurde, keinen sekretorischen Effekt. In einem anderen Experi- 
ment verursachte sie nur einen Umschlag in der Reaktion der Magen- 
schleimhaut von alkalisch zu sauer. Ahnliche Beziehungen wurden 
in Versuchen beobachtet, die mit derselben Fraktion, jedoch von dem 
Sekret eines nach Pawlow isolierten Magenblindsacks erhalten, gemacht 
wurden. 
Die Wirkung der Lysinfraktion. 

Die Wirkung dieser Fraktion wurde in mehreren Experimenten 

studiert, die an zwei Hunden mit Magenfistel und Oesophagotomie 
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gemacht wurden. Zwei Praparate, die von 6 Litern Scheinfiitterungs- 
und 1,8 Litern Saft von einem Pawlowschen Magenblindsack isoliert 
worden waren, wurden dazu verwendet. Sie hatten einen Stickstoff- 
gehalt von 2,17 bzw. 3,37 mg-°,,.. Subcutane oder intravendse Injek- 
tionen einer Menge, die 500 bis 900 ccm des Magensaftes entsprach, 
bewirkten keine Magensekretion und hatten keinen nachweisbaren 
Effekt auf Puls und Atmung. Nur in einem Versuch nach intravendser 
Injektion des alkoholléslichen Teiles der Lysinfraktion, die aus dem 
Scheinfiitterungssaft erhalten worden war, wurde nach einer Menge, 
die 900 cem des Saftes (18 mg N) entsprach, eine Anderung in der 
Reaktion des Magensaftes von alkalisch zu deutlich sauer und eine 
Verlangsamung des Herzschlages beobachtet. Der SchluB, den man aus 
diesen Experimenten ziehen kann, ist der, daB der sekretorische Effekt 
der Lysinfraktion, wenn iiberhaupt vorhanden, viel geringer als der der 
Histidin-Argininfraktion des gleichen Magensaftes ist. 


Besprechung der Ergebnisse. 

Die Summe der experimentellen Beweise, die in dem Verlauf der 
vorliegenden Untersuchung angesammelt worden ist, zeigt, daB aus 
normalem Magensaft des Hundes von Protein und anorganischen Sub- 
stanzen freie Praparate isoliert werden kénnen, die bei parenteraler 
Anwendung die Magensekretion an Hunden anregen. Die wirksamsten 
Praparate waren die der Fraktion der alkoholléslichen, stickstoffhaltigen 
Basen, die aus dem Scheinfiitterungsmagensaft der Hunde mit Magen- 
fistel und Oesophagotomie gewonnen wurden. Eine der auffallendsten 
Erscheinungen bei unseren Experimenten, die mit solchen Praparaten 
ausgefiihrt wurden, war, daB die Starke der exzitosekretorischen Wirkung 
bei intravenéser Injektion ziemlich gut mit der Menge des urspriinglichen 
Magensaftes, aus dem die Fraktion erhalten worden war, tibereinstimmte, 
trotz gewisser Unterschiede in den angewandten Methoden. Es wurde 
gefunden, daB die Sekretion von 1 ecem Magensaft von dem ganzen 
Magen eines Hundes von etwa 10 kg Kérpergewicht, durch die Injektion 
einer Fraktionsmenge angeregt wurde, die 25 bis 42 ccm des urspriing- 
lichen Saftes entsprach. Nur eine der fiinf Fraktionen der untersuchten 
alkoholléslichen, stickstoffhaltigen Basen hatte keine Wirkung auf die 
Magendriisen, und zwar die, welche aus dem Sekret eines Magenblind- 
sacks nach Heidenhain gewonnen worden war. Intravenése Injektionen 
dieses Praparates in Mengen, die 200 bis 425 cem des urspriinglichen 
Magensaftes entsprachen, hatten keinen Effekt. Zweifellos kann das 
Ausgangsmaterial -— der Magensaft aus dem Heidenhainschen Magen- 
blindsack nicht als normaler Magensaft angesehen werden, da es 
ein Produkt von Magendriisen mit gestérter parasympathischer Inner- 
ration darstellt. In zahlreichen Experimenten, die an dem gleichen 
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Hund gemacht wurden, fanden Vineberg und Webster (s. Babkin, 1930), 
daB der Magensaft, der auf Reiz von irgendwelchen Futterstoffen 
sezerniert wird, viel kleinere Mengen von Pepsin, organischen Stoffen 
und Stickstoff enthalt als solcher. der von Hunden mit Magenfistel 
und Oesophagotomie oder mit einem Pawlowschen Blindsack unter den- 
selben Bedingungen gesammelt wurde. Unsere Experimente zeigen, 
daB das Sekret von einem nach Heidenhain isolierten Magenblindsack 
ebenfalls geringere Mengen an exzitosekretorischen Substanzen enthalt. 

In Proben von Scheinfiitterungssaft und dem Saft von dem 
Pawlowschen Magenblindsack wurde versucht, die aktiven Substanzen 
mit Hilfe der Silber-Barytmethode zu isolieren, aber die erhaltenen 
Resultate zeigten, daB durch diese Methode ein gréBerer Teil der ur- 
spriinglichen Wirksamkeit verlorenzugehen scheint, trotz gréBter 
Bemiihung, das ganze Verfahren quantitativ zu gestalten. Von den drei 
Fraktionen, die mit der Silber-Barytmethode erhalten werden, war nur 
eine wirksam, nimlich die Histidin-Argininfraktion, aber ihre Wirk- 
samkeit war etwa vier- bis fiinfmal schwacher als die der Fraktion der 
alkoholléslichen, stickstoffhaltigen Basen. Die sekretorische Wirkung 
der Histidin-Argininfraktion scheint ebenfalls direkt proportional der 
Menge des urspriinglichen Magensaftes, aus dem sie isoliert wurde, 
zu sein. Sekretion von 1 ccm Magensaft wurde durch eine Fraktions- 
menge ausgelést, die 125 cem des Scheinfiitterungssaftes und 140 ccm 
des Sekretes von einem Pawlowschen Magenblindsack entsprach. 
Bei der Methode, die zur Isolierung der Histidin-Argininfraktion an- 
gewandt wurde, muB Histamin, falls es im Ausgangsmaterial vorhanden 
gewesen wire, gainzlich in der Fraktion wiedergefunden werden. Da 
nun aber mehr als drei Viertel der urspriinglichen Wirksamkeit verloren- 
gegangen war und da die beiden Histidin-Argininfraktionen, die unter- 
sucht wurden, nur nach intravenéser Injektion wirksam waren, scheint 
es zweifelhaft, daB Histamin fiir den beobachteten exzitosekretorischen 
Effekt verantwortlich ist. Histamin regt nimlich, wie bekannt, die 
Magensekretion wirksamer nach subcutaner als nach intravendser 
Injektion an. 

Da die Lysinfraktion, in der alles eventuell anwesende Cholin 
quantitativ aufzufinden ist, unwirksam war, kann dieser Stoff nicht als 
ein sekretagoger Bestandteil des Magensaftes bezeichnet werden. Ge- 
wisse Erscheinungen in der Wirkung der untersuchten Extrakte deuten 
deutlich darauf hin, daB vielleicht einige der pharmakodynamisch 
wirksamen Guanidinderivate fiir einen Teil der Wirksamkeit der 
Histidin-Argininfraktion verantwortlich sein kénnten. In mehreren 
Experimenten konnten namlich fiir die Guanidinwirkung sehr charak- 
teristische Niesanfille beobachtet werden (Komarow, 1924). Ebenso 
ist die Nitroprussidreaktion auf Guanidine (Komarow, 1929) in den 
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untersuchten Fraktionen deutlich positiv gefunden worden. Wir glauben 
jedoch, daB fiir den gr6éBeren Teil der Aktivitat der Fraktion der alkohol- 
léslichen stickstoffhaltigen Basen gewisse unstabile Substanzen, die 
ihrer Wirkung nach Cholinestern nahestehen, verantwortlich sind. 
Die Untersuchung wird in dieser Richtung fortgesetzt. 


Zusammenfassung, 

Es wurden Versuche beschrieben, in welchen die Gegenwart von 
sekretagogen Substanzen in reinem Magensaft, unter dem Einflub 
nervéser Impulse sezerniert, demonstriert wird. Diese Substanzen 
werden unter den stickstoffhaltigen Basen gefunden, die durch Phosphor- 
wolframsiure fallbar und als Carbonate in absolutem Alkohol léslich 
sind. Ein Teil von ihnen konnte mit der Silber-Barytmethode in der 
Histidin-Argininfraktion wiedergewonnen werden. Es wird die Natur 
der Substanzen diskutiert 


Die Untersuchung wurde unter der Leitung von Professor 2B. P. Babkin 
ausgeftihrt, dem der Verfasser fiir wert vollen Rat und Kritik verpflichtet ist. 
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Biochemische Gravimetriemethoden. 


Ill. Mitteilung: 


Zwei Verfahren zur exakten Abwiaigung in Hitze getrockneter Filter und 
Niedersehlige an der Torsionswaage. 


Von 
L. Jendrassik und A. Bokrétas. 


(Aus der medizinischen Klinik der k. Erzsébet-Universitat, Pécs, Ungarn.) 
(Eingegangen am 7. Mdrz 1933.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Fiir physiologische und pathologische Untersuchungszwecke kénnen 
gravimetrische Analysemethoden nur dann _ vorteilhaft verwandt 
werden, wenn sie geniigend einfach sind und die Bearbeitung gréBerer 
Versuchsreihen nicht erschweren. In den zwei vorangehenden Mit- 
teilungen wurden Verfahren angegeben, mittels deren der Eiweib- 
gehalt physiologischer Fliissigkeiten, ebenso der Kaliumgehalt des 
Harns und ahnlich konzentrierter Lésungen durch Gewichtsanalyse 
in einfacher und schneller Weise ermittelt werden kénnen. Das Auf- 
fangen und Waschen der Niederschlage erfolgt hierbei an_trichter- 
formigen Buchner-Filtern (an Saugflaschen angesetzt), das Wagen 
der verwandten Stoff- und Papierfilter an der Hartmann & Braun- 
schen Torsionswaage. 

Die Federtorsionswaage war bekanntlich durch J. Bang in die bio- 
chemische Mikroanalyse eingefiihrt. Zur gravimetrischen Bestimmung von 
EiweiB war sie vor uns schon von Starlinger und seinen Mitarbeitern ver 
wendet. 

Ein stérender Mangel all dieser Methoden besteht aber darin, 
daB das Filter, wie nachher das Filter + Niederschlag bei héheren 
Temperaturen (in der Gegend von 100° oder noch héher) getrocknet 
werden miissen. Nimmt man aber einen Kérper aus dem Raum von so 
hoher Temperatur heraus und will man ihn an der freien Luft abwagen, 
so ist die genaue Ablesung erschwert, weil das Gewicht —— wie bekannt 
standig wachst, und zwar durch Wasseradsorption aus der Atmosphiare. 
Die Gewichtszunahme kann sogar 2 mg pro Minute erreichen, was bei 
Niederschligen von 15 bis 40 mg auch bei strenger Einhaltung der 
gleichen Zeitdauer nach der Herausnahme — die Exaktheit der Methodik 
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wohl gefihrdet und auch der Einfachheit schadet. Die Bearbeitung 
noch kleinerer Niederschlagsmengen wird durch diese Fehlerméglichkeit 
ganz und gar unméglich gemacht. 


Der Versuch, dieses Ubel durch ein langeres Abwarten auszuschalten, 
bis sich die Substanzen mit Wasser zum Gleichgewicht beladen kénnten, 
fiihrte auch nicht zum Ziele. Bei porésen Substanzen, die als Filter ver- 
wendbar sind, besteht kein solches Gleichgewicht, und die Wasseraufnahme 
ist in Parallelversuchen und Wiederholungen ungleich. 


Wir fanden aber doch zwei Methoden, mittels deren diese Fehler- 
quelle vollstandig auszuschalten ist. 


I. 

Die erste Methode besteht darin, daB der abzuwagende Korper 
nicht aus dem Trockenschrank herausgenommen wird und das Wagen 
dortselbst erfolgt. Zu diesem Zweck wird die Torsionswaage auf den 
Trockenschrank gestellt, auf den Haken des Waagebalkens wird ein 
langer, dinner Draht gehangt, welcher durch ein Loch (von etwa 
10 mm Durchmesser) des Daches in den Innenraum des Kastens hinein- 
ragt. Der Draht besteht aus einem hitzebestaindigen Metall (z. B. Zink, 
Silber). An dem unteren Ende ist er mit einem zugespitzten Haken 
aus etwas schwererem Draht versehen. Die Gewichtsverhaltnisse 
miissen dem MeBbereich der Waage angepaBt werden. 

Die Waage selbst muB vor Erwairmung mdéglichst geschiitzt sein, da 
ihre Werte bei 20° giiltig sind. Sie darf daher nur unmittelbar vor dem 
Wagen auf den Trockenkasten gesetzt werden. Zur besseren Warme- 
isolierung wird der Kasten mit einer Platte aus schlecht leitendem Material 
(z. B. Asbest, Eternitschiefer) bedeckt, welche an der entsprechenden Stelle 
auch einen Ausschnitt hat. Unser Trockenschrank ist ein alteres Modell 
Lautenschldgers aus der Vorkriegszeit, mit Gasheizung, mit beiderseits 
schrigem Dache. An ihm wurde eine abnehmbare Eternit platte angebracht 
mit darauf befestigten Stiitzen, welche ihr eine horizontale Lage sichern. 

Da durch die obere Offnung die warme Luft in einem ziemlich starken 
Strom nach oben entweicht, muB dieser mit zwei Diaphragmen abgebremst 
und von dem Waagebalken abgelenkt werden. Die Diaphragmen sind zwei 
Platten aus Pappe oder Holz, die etwa 4 bis 5mm weite Einschnitte tragen, 
welche etwas weiter als die Mitte der Platte hineinragen. Am besten sind 
diese an der Stativstange der Torsionswaage betfestigt. Es ist vorteilhatt, 
wenn die zwei Einschnitte rechtwinklig zueinander stehen, damit der Weg 
der Luftstr6mung besser abgeschlossen ist. 

Das Wagen erfolgt bei dieser Anordnung einfacherweise derart, dal} 
man die Tiir des Schrankes etwas 6ffnet und mit Hilfe einer Pinzette das 
abzuwiegende Filter auf den Haken setzt. Arbeitet man schnell, so wird 
unterdessen die Innentemperatur kaum geandert. Zweckmabigerweise hilt 
man im Trockenschrank in einer Petri-Schale eine gréBere Menge wasser- 
freien Caleciumchlorids ausgebreitet, was vor dem EinfluB der eindringenden 
nassen AuBenluft noch sicherer schiitzt. AuBer Gebrauch wird der Draht 
in zweckmaBiger Weise an die Wand gehangt (in der Nahe des Trocken- 
schrankes) aufbewahrt. 
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il. 

Die zweite Methode, welche als die einfachere und genauere noch 
mehr empfohlen werden kann, besteht darin, daB der abzuwigende 
Korper (Filter und Niederschlag) vor Wasseraufnahme an der Waage 
selbst geschiitzt wird. Hierzu wird die Kappe der Waage wahrend des 
\bwiegens geschlossen, und darin eine stark hygroskopische Substanz 
untergebracht, welche alle Wasserdimpfe des kleinen Raumes an sich 
reiBt. Als eine solche eignet sich gut CaCl. 

Wir verfiigen iiber die altere Form der Hartmann & Braunschen 
Torsionswaage (Typ A), welche mit einer kleinen Kappe versehen ist. 
Zwecks Raumersparnis wurde eine Asbestplatte von der Form der 
Kappe ausgeschnitten, mit gesittigter CaCl,-Lésung getrinkt, dann 
ausgegliiht und im die Schutzkappe gelegt. Eine kleine Briicke aus 
federndem Draht, welche in der Kappe auf die Asbestplatte gedriickt 
wird, halt sie dort fest (s. Abb. 1). 


Abb. 1 


Mefanordnung I. 

Die Schutzkappe der Tor- 
sionswaage ist durchsichtig 
gezeichnet 

F = Filterscheibe; 

Z = Zange: 

H = hygroskopische Platte; 

B federnde Halterbriicke 
(auch fiir sich gezeich- 
net). 








Die Filter werden bei dieser Arbeitsweise durch kurze, kleine Zangen 
an der Torsionswaage befestigt. Man nimmt das Filter aus dem Trocken 
schrank mit einer Pinzette, klemmt es in die kleine Zange, hangt diese 
auf den Haken der Waage, schlieBt die Kappe und wiigt. Die hygroskopische 
Platte wird unmittelbar vor der Arbeit in die Kappe gelegt, nachdem sie 
vorher tiber freier Flamme einige Sekunden angegliiht war oder langere 
Zeit in dem Trockenschrank verweilt hatte. Nach dem Arbeiten wird die 
Platte aus der Schutzkappe entfernt, diese mit einem Wattebausch ge- 
saiubert. 

Arbeitet man etwas zu langsam und hat das Filter auf dem Wege vom 
Trockenschrank bis zur Waage etwas an Gewicht zugenommen (was in 
1/, Minute nie geschieht), so wird das Filter in einigen Minuten um einige 
zehntel Milligramm leichter, weil das CaCl, das aufgenommene Wasser 
dem Filter wieder entzieht. 

Bei ,,Ausfithrung A‘** der Waage mit kleiner Schutzkappe koénnen 
groBere Filter nur entsprechend zusammengelegt gewogen werden. Die 
neue Ausfiihrung B hat einen weitaus gréBeren Schutzkasten, in diesem 
haben alle tiblichen GréBen von Filterplatten wohl Platz. In diesen weiteren 
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und tieferen Schutzkaésten kann man auch gekérntesCa Cl, in einem Schalchen 
ausgebreitet unterbringen. 

Bei dieser Arbeitsweise sind Filter und Niederschlige von mehreren 
hundert Milligramm Gewicht auf 0.1 mg genau abwigbar. Wichtig 
ist nur, daB sie entsprechend getrocknet werden, wozu 5 Stunden 
bei 90° oder 1? , bis 2 Stunden bei 110° geniigt. Das Abwiegen der 
Filter + Niederschlige muB bei derselben Temperatur erfolgen wie das 
Abwiegen der leeren Filter. 

Dieses Vorgehen beim Abwiagen der Filter und Niederschlage an 
der Hartmann & Braunschen Torsionswaage erteilt den gravimetrischen 
Schnellmethoden die geniigende Exaktheit und Einfachheit, so daB es 
nun wohl lohnend ist, eine gréBere Zahl der biochemischen Mikro- 
methoden auf Gravimetrie umzuarbeiten. Unsere Methodik der Ge- 
wichtsanalyse kénnte auch fiir viele Aufgaben der allgemein chemischen 
Makroanalyse Vorteile bieten. 

Hier sei noch zum Schlu8 ein unkorrigierter Druckfehler der 1. Mit- 
teilung richtiggestellt. In dieser Arbeit! wurde der Durchmesser des 
Barchentfilters irrtiimlicherweise mit 3,5¢m angegeben. Die richtigen 
Zahlen sind 4,2 bis 4,5 em, da fiir die angegebenen Mabe der Nutsche dieser 
Durchmesser am besten pat. 

Will man mit kleineren Filtern arbeiten, so nehme man dazu auch 
kleinere Nutsehtrichter, und es mitissen auch die Substanzmengen (Nieder- 
schlagsmengen) kleiner genommen werden. An Stelle von mit Siebplatte 
versehénen Porzellantrichtern kann man leicht solche Gerate von der eben 
gewiinschten Gr6Be selbst herstellen, indem man in einen kleinen Glas- 
trichter eine Korkplatte von geeignetem Durchmesser einlegt. 


Zusammenfassung. 


Ein Febler gravimetrischer Analysen an der Torsionswaage —~ ver- 
ursacht durch die Wasseradsorption aus der Luft —- kann auf zwei 


Wegen ausgeschaltet werden: 

1. Filter und Niederschlag werden nicht aus dem Trockenschrank 
herausgenommen, sondern innerhalb desselben mit Hilfe der darauf 
gesetzten Torsionswaage gewogen. 

2. Inder Schutzkappe der Waage wird eine hygroskopische Substanz 
untergebracht, welche das Wasser anzieht. Besonders verschafft die 
zweite Methode unserer gravimetrischen Arbeitsweise véllige Exaktheit 


und Einfachheit. 


Literatur. 
1) L. Jendrassik u. K. Krigl, diese Zeitschr. 220, 19, 1930. — 2) L. Jen- 
drassik u. P. Petrds, ebenda 226, 381, 1930. — 3) J. Bang, Methoden zur 
Mikrobestimmung einiger Blutbestandteile, 1916. — 4) W. Starlinger u. 


K. Hartl, diese Zeitschr. 160, 113, 131, 154, 1925. 


1 Diese Zeitschr. 220, 21, 1900, letzte Zeile. 











Verfahren zum Nachweis der Nitrite 
und ihre Bestimmung mit dem Pulfrichschen Stufenphotometer. 


Von 
L. Jendrassik und E. Falesik-Szah6. 
(Aus der medizinischen Klinik der kh. Erzsébet-Universitat, Pécs, Ungarn.) 
(Eingegangen am 7. Mdrz 1955.) 
Mit | Abbildung im Text. 


Es ist bekannt, daB Novocain durch salpetrige Saure diazotiert 
werden kann und mit Naphthylamin gekoppelt einen roten Azofarbstoff 
bildet. Diese Reaktion wird zur Erkennung des Novocains angewandt. 
Wir finden, daB, umgekehrt, dieser Weg auch zum Nachweis von Nitriten 
gut geeignet ist und zu diesem Zweck gegeniiber friiheren Verfahren 
manche Vorteile bietet. Sie kann auch bei héheren Nitritkonzen- 
trationen verwendet werden, und die Intensitét der Farbung ist der 
Menge der anwesenden Nitrite innerhalb weiter Grenzen proportional. 
Die Methode eignet sich daher auch zu einer quantitativen Bestimmung, 
die wir fiir das Pulfrichsche Stufenphotometer ausgearbeitet haben!. 


‘ Zum qualitativen Nachweis der salpetrigen Saure wird die Methode 
von Griess und Jlosvay (1) heute noch am meisten verwendet, obzwar 
seitdem eine groBe Zahl der verschiedensten Proben  hierfiir vor- 
geschlagen worden ist. 1920 hat H. Berger die bis damals bekannten 
Verfahren geprift und kritisch gesichtet. Seitdem haben Fearon, 
Hermans, Zlataroff, Stooff, Whelan, Rubel, Herzner neue Reaktionen 
bzw. Abanderungen beschrieben, die sich zum Teil auch zur quanti- 
tativen Bestimmung eignen. 

Unsere Reagenzien verdienen Erwahnung, weil sie eine kolori- 
metrische Auswertung auch fiir relativ héhere Konzentrationen er- 
moéglichen. Wahrend bei der Probe von Griess-llosvay bei einer Konzen- 


' Das Verfahren wurde auf der Tagung der ungarischen physiologischen 
Gesellschaft am 13. Mai 1932 bereits vorgefiihrt (2). 
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tration von etwa m 4000 NaNO, die Lésung nach !, bis * , Stunde 
tribe wird, bei m 2000 nach etwa 10, bei m 1000 nach 5 Minuten, 
und bei noch héheren Konzentrationen sofort eine Fallung eintritt, 
bleibt das Reaktionsgemisch bei Verwendung von Novocain und ahn- 
lichen Verbindungen vollkommen klar. Auch oberhalb m 200  tritt 
keine Fallung ein, und es entstehen tiefrot gefairbte Lésungen. Unsere 
Methode erméglicht die unmittelbare Bestimmung fiir Konzentrationen, 
fiir welche man friiher andere, zwar genaue, jedoch umstandlichere 
Wege zu verfolgen pflegte. 

Anstatt Novocain sind Atoxycocain, Tutocain ebensogut brauchbar. 
Alypin, Stovain, Percain geben die Reaktion nicht. Es sind also, wie 
zu erwarten ist, nur die Derivate der Paraaminobenzoesaure verwendbar. 
Ahnliche Verbindungen hat H. Erdmann, neben  1-Amido-8-Naphthol- 
4, 6-Disulfosiiture anstatt Naphthylamin, bereits verwendet, ohne aber 
damit eine quantitative Bestimmung ausgearbeitet zu haben. Die unten- 
stehenden Angaben der quantitativen Bestimmung sind unter Verwendung 
von Atoxycocain und Novocain ausgearbeitet worden. 


Lésungen, 

lL. Atoxrycocain (Para-aminobenzoyl-diithylaminoathanol-hydrochlorid, 
B. Siegfried) 3 g, konz. Essigsdure ,zur Analyse’ 15 cem, Wasser bh’: 
100cem. Anstatt Atoxycocain ist auch Novocain (Para-aminobenzoy!- 
dimethylaminoathanol-hydrochlorid, I. G. Héchst) in derselben Menge 
verwendbar. 

Il. 200mg «-Naphthylamin (Kahklbawm) werden mit 30 c¢em Wasscr 
einige Minuten gekocht, sodann noch hei’ durch ein Faltenfilter filtriert, 
welches den entstandenen dunkelvioletten Niederschlag zuriickhalt. Der 
Filter wird mit etwa 2 © 30cem heiBen Wassers nachgewaschen. Dern 
Filtrat wird 30 cem konz. Essigsaéure (z. A.) zugefiigt und die ganze Menge 
auf 150 cem erginzt. Fiir quantitative Zwecke ist Losung Il wochentlich 
zuoserneuern. 

Der qualitative Nachweis erfolgt am besten in denselben Raum- 
verhaltnissen wie 

Die quantitative Bestimmung. 

Hierzu mischt man in einem Reagensglase 5cem der Loésung | 
(Atoxycocain) mit 5cem der Lésung IL (Naphthylamin) und _ fiigt 
von der zu untersuchenden Lésung ebenfalls 5cem zu. Bei gréBeren 
Versuchsreihen ist es vorteilhaft, gleiche Raumteile der Reagenzien 
unmittelbar vorher in einem MeBzylinder zu mischen und daraus je 
10 cem zu verwenden. 


Die Untersuchung im Stufenphotometer erfolgt nach 30 bis 45 Minuten, 
bei Verwendung des Filters S 53. Zu diinneren Lésungen (unterhalb etwa 
m/20000 NaNO,) verwende man die 3-cm-GefiBe, zu héher konzentrierten 
sind die lem bzw. die 0.25¢em Schichtdicken am besten. Als Kontroll 
fliissigkeit dienen 5ccem Wasser mit ebensoviel der beiden Reagenzien 
(gleichzeitig mit der untersuchten Lésung) versetzt. Nach dem Einstellen aut 
gleiche Helligkeit der zwei Gesichtsfelder des Apparates liest man die prozen- 
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tuale Durchlassigkeit ab. Hieraus ergibt die zu dem Apparat gehoérige Kurve 
den Extinktionskoeffizienten. Die Handhabung des Instrumentes erfolgt, 
wie es in den Arbeiten von Heilmeyer oder im neuen Buche von Urbach 
beschrieben ist. Auf Grund der ermittelten Extinktion (des auf lem 
reduzierten Extinktionskoeffizienten) kann die Nitritkonzentration in 
y des Reaktionsgemisches oder in Milligramm pro Liter der unbekannten 
Lésung aus der untenstehenden Tabelle abgelesen bzw. interpoliert werden 


Tabelle I. 





Butiabtion | (50s) (SO) Interpolation 








(FE) in 7  inmg Liter 
0,0716 | 
0,1433 2 0.4 
0.2149 3 0.6 
0,2866 + 0.8 
0.3582 5 1.0 Fir £, = 0 — 5,373 
0,4298 6 1,2 
0.5015 7 1.4 + Fy + 4 + mg/L 
05731 8 1,6 
0.6447 9 1.8 0.0010 0.014 0.0028 

9 00020 6,028 0.0042 

0,7164 10 2,0 00030 0,042 00084 
1,075 15 3,0 0.0040 0,056 0/0112 
1,433 20 4,0 0,0050 0,070 0.0140 

7 oF r 06,0060 0,084 0.0168 
ives ‘0 5,0 0,0070 0,098 0.0196 
2.149 30 6,0 0,0080 0,112 0.0224 
2,507 35 7,0 0,0090 0,126 0,0252 
2 R66 ( " 0.0100 0,140 00280 
wena oo os 0,1000 1,400 0,2800 
3.582 50 10,0 
3,940 55 11,0 
4,298 60 12.0 
4,656 65 13.0 
5,015 70 14,0 
5,373 75 15,0 
5,72 80 16,9 Fiir E,; > 5,373 
6,07 85 17,0 
6.41 9) 18,0 + mg/Liter (N O,) in Intervallen yon FE, von: 
6,75 95 19,0 ge eer ag a 
= : 0,32 0.34 0,33 0.32 , O31 0,30 
7,08 100 20,0 : 
7,41 105 21,0 0,01 0,0286 0,0294  0,0303 | 0.0312 | 0,0323 0.0833 
7,72 110 22,0 0,02 0,0572 0.0588 00,0606 | 0.0624 —0,0646 00,0667 
8.04 115 23.0 0,03 0,0858 00,0882 00,0909 | 0,0936 00,0969 0,100 
9°37 120 24'0 0,04 0114 O18 0.121 0,125 0,129 0,138 
pei = oe 0,05 0,143 0,147 0,151 0,156 0,161 0,166 
8.69 125 25.0 0,06 0172 | 0,176 | 0182 | 0,187 0,194 0,200 
9.01 130 296.0 0,07 0,200 0,206 0,212 0,218 0,226 0,233 
9.33 135 970 0,08 0,229 | 0,285 | 0,242 0,250 | 0,258 (0,266 
vr vo <f, 0.09 0,257 0,264 = 0,272, 0,280 | 0.291 | 0,300 


0,10 0,286 0,204 0,303 0,312 | 0,323 0,333 
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Die Proportionalitat zwischen Nitritgehalt und Extinktion ist 
laut obenstehender Tabelle unterhalb Extinktion 5,37, entsprechend 
15 mg Liter, vollstandig. Oberhalb dieser Grenze ist die Abweichung 
auch nur maBig. Unterhalb der Extinktion 5,37 kann die gesuchte 
Konzentration auf einfache Weise berechnet werden, und zwar der 
Gehalt im Reaktionsgemisch in y, laut Gleichung: 


E, 
‘ — 0,07164 
und in Milligrammen pro Liter: 
(mg) E 
L 0.3582" 


worin £, den auf 1 em Schichtdicke reduzierten Extinktionskoeffizienten 
(Extinktion) bedeutet. Der Wert in y kann auch aus der Kurve der 
Abbildung auf Grund der ermittelten Extinktion abgelesen werden. 
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Das Verfahren ist in den Konzentrationen 1 bis 15 mg Liter am 
genauesten und arbeitet hier mit dem mittleren Fehler von etwa 
0,6°,. Es ist daher vorteilhaft, die Bestimmungen in diesem Ver- 
diinnungsbereich (in den Tabellen mit Linien begrenzt) auszufiihren 
oder zu wiederholen. AuBerhalb dieses Gebietes ist der mittlere Fehler 


oO 


ungefihr —— 2,5°,. 

Will man die Bestimmung kolorimetrisch austiihren, so muB gleich 
zeitig eine Probe auch mit einer Nitritlésung von bekannter Konzentration 
angesetzt werden. Der Vergleich der Farbe der unbekannten Lésung mit 
der der bekannten (z. B. in einem Duboscq-Apparat) ergibt im Sinne de: 
umgekehrten Proportionalitat den gesuchten Wert. Zur Herstellung von 
Standardfarblésungen kénnte man Héamatoxylin in alkalischer Lésung 
oder Hamatein verwenden, deren Farbe sich mit dem des Novocainazo- 
farbstoffs gut deckt. 

Bemerkungen. 


Die Raumverhialtnisse, die Reihenfolge der verwandten Reagenzien. 
sind in der verschiedensten Weise ausprobiert. Obenstehend wurden die 
optimalen Verhaltnisse angegeben. Fiigt man zur nitrithaltigen Lésung 
zuerst Atoxycocain und sofort nachher Naphthylamin hinzu, so ist die Farb 
stirke fast gleich so intensiv wie bei der empfohlenen Reihenfolge. Wird 
aber das Naphthylamin 5 bis 30 Minuten spater zugesetzt, so wird die 
Farbung um mehrere Prozent bis auf etwa 25% zu schwach. Fiigt man 
zuerst Naphthylamin der Lésung zu und zuletzt Atoxycocain, so sind die 
Werte immer zu niedrig. Erwarmen begiinstigt die Einstellung des End- 
punktes der Reaktion nicht. 

Die Werte der Tabelle I sind einer Kurve entnommen, die durch 
wiederholte Bestimmung der Extinktion in elf verschieden konzentrierten 
Nitritlésungen festgelegt wurde. Die hierzu verwandten Nitritlésungen 
wurden aus einer m/10 NaNO,-Stammlésung verdiinnt, welche in der 
gebrauchlichen Weise (nach G. Lunge) mit Permanganat eingestellt wurde. 
Die Konzentration des Permanganats wurde sowohl jodometrisch (Bijodat ) 
wie oxydimetrisch (Oxalat) festgestellt. Die verwandten m/1000 0 und 
m/L0000 NaNO,-Lésungen wurden mit m/1000 NaOH  alkalisiert aut- 
bewahrt. Die Extinktionswerte wurden schlieBlich auch durch Vergleich 
mit AgNO,-Lésungen kontrolliert. 

Zwecks Auswahl des geeigneten Filters wurde die Absorptionskurve 
des entstehenden Azofarbstoffs ermittelt. | Die Absorptionsstarke der 
untersuchten Filter ist in der Tabelle I] zusammengestellt. 

Die starkste Absorption wird also mit dem Filter 8 53 erreicht. Die 
Absorption ist in diesem Spektralgebiet auch geniigend gleichmaBig, det 
Farbton der beiden Gesichtsfelder nur wenig voneinander verschieden. 
Fiir die Verwendung dieses Filters sprach aber auch ein dritter Umstand. 
namlich, daB beim Gebrauch desselben die erhaltenen Werte mit de! 
Konzentration die beste Proportionalitat zeigen. Fiir die Filter S 50. 47 
und 43 ist die Proportionalitaét keine vollstandige. Die Ursache hierfii 
kénnte im Auftreten gewisser gelblicher Nebenprodukte gesucht werden 

Anstatt der erwahnten Lokalanasthetica fanden wir auch das p-amido 
acetophenon (Griibler) z. B. in einer 3%igen Lésung in 50° igem Alkoho!. 
in derselben Volumenmenge wie Novocain angewandt, gut brauchba: 
Die endgiiltige Farbtiefe stellt sich bet Verwendung dieses Reagenze- 
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Tabelle II. 


Lichtabsorption der Azofarbstofflésung aus 5,04 mg Liter (N Og) 
fiir verschiedene Stuphofilter!. 





yng end — Extinktion (£,) 
S75 99.5 0.0005 
S72 98,8 0,002 
S61 97,0 O,OL0 
S57 27,2 0.560 
8 53 1,53 1815 
S50 4.95 1,396 
S47 28,75 0,535 
843 73.0 0,132 
faBt augenblicklich ein. Die Extinktionskoeffizienten sind jedoch von 


denen des Atoxycocains etwas verschieden. 

Zu besonderen Zwecken (Kaliumbestimmung aus Kaliumhexanitro- 
cobaltiatniederschlag) wire es von Vorteil, die salpetrige Saéure in konz. 
Schwetelséure gelést mit Diphenylamin zu bestimmen. Diesen Weg fanden 
wir jedoch nicht gangbar, da zwischen Blaufarbung und Nitritgehalt keine 
gentigende Proportionalitat zu finden ist. 


Zusammenfassung, 

Es werden zum Nachweis von Nitriten mittels der Diazoreaktion 
anstatt Sulfanilsiure Atoxycocain, Novocain oder ahnliche Verbin- 
dungen vorgeschlagen. Der so entstehende Farbstoff ist besser léslich, 
und es tritt auch bei héheren Konzentrationen keine Fallung ein. 

Auf dieser Grundlage wird eine quantitative Bestimmung der 
salpetrigen Saure mittels des Pulfrichschen Stufenphotometers aus- 
gearbeitet, welche fiir 0,2 bis 35mg NO, im Liter Lésung direkt zu 


verwenden ist. 
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Beitrige zur Amylasewirkung. 


Von 
E. M. Mystkowski und M. Landau. 


(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat Warschau. ) 
(Eingegangen am 8. Mdrz 1933.) 


Mit | Abbildung im Text. 


Der Zweck dieser Arbeit war die Untersuchung des CaCl,- und 
Glykokolleinflusses auf den Ablauf des amylolytischen Starkeabbaue~ 
in Abhangigkeit von px, von der Konzentration der Amylase und ihrer 
Herkunft, und endlich von ihrem kolloidalen Zustand. Der beschleu- 
nigende EinfluB des Glykokolls in Beziehung zu verschiedenen Faktoren 
wurde durch Shermann und seine Mitarbeiter!, durch B. Filipowicz”. 
E. Mystkowski? untersucht. In letzter Zeit beschaftigte sich BE. Sym! 
unter anderem auch mit dem CaCl,-EinfluB. Seine Arbeit hat ein 
gewisses Licht auf den EinfluB des kolloidalen Zustandes einer 
Amylaselésung auf ihre Wirksamkeit geworfen. Es ist sehr méglich. 
daB auBerdem chemisch, durch Entstehung von Amylaseverbindungen. 
wirkende Faktoren auf den Dissoziationsgrad des Ampholytenamylase 
und daher auch auf den Reaktionsablauf des Stirkeabbaues einen 
EinfluB haben kénnen (K. Myrbdck®). Jedoch darf man diese Er- 
scheinung nicht fiir alle mégliche Beschleunigungsarten von Reaktionen 
verallgemeinern. Man soll nicht die Bedeutung des kolloidalen Zustandes 
der Enzymlésung bei ihrer Aktivitaétsuntersuchung ablehnen. Dies 
bestitigen auch die Untersuchungen von Oparin und Kurssanow®. 


Methodik. 
Hier wird nur die Methodik, welche bei den Versuchen mit Glykokol] 
angewandt wurde, angegeben. Die Methodik der Untersuchung des 


Ca (Cl,-Einflusses wird bei den einzelnen Experimenten beschrieben. 








Sherman, J. Amer. Chem. Soc. 46, 1923. 
B. Filipowicz, Biochem. J. 25, 1931. 
J. Mystkowski, ebenda 26, 1932. 


Y. Myrbdck, Zeitschr. f. physiol. Chem. 159, 1926. 


1 
2 
7 £ 
4 E. Sym, diese Zeitschr. 251, 116, 1932. 
5K 
6 Diese Zeitschr. 256, 190, 1932. 
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Die Amylase (Merck, absolut reinst) wurde in einer bestimmten Wasser 
menge gelést und nach | Stunde abfiltriert. Zu jedem Versuch wurde 
eine neue Lésung bereitet. Das Ptyalin wurde 5- bis 20fach verdiinnt. 
Die Starke (Merck) wurde suspendiert zu kochendem Wasser zugesetzt, 
| Stunde am RiickfluBkiihler gekocht und dann zum bestimmten Volumen 
aufgefiillt. Es wurde eine 1- bis 2° jige Glykokollésung (Merck) bereitet. 
Als Puffersubstanzen wurde entweder  Essigsaure 0,2 mol. + 0,2 mol. 
essigsaures Na oder Phosphate (primar und sekundar, '/,; mol.) oder 
Glykokoll + NaOH angewandt. Das py wurde auf zweierlei Weise be- 
stimmt, und zwar kolorimetrisch (Clark-Indikatoren) und potentiometrisch 
(Cambridgeapparat, Wasserstoffelektrode). Die py-Bestimmung wurde 
in der Untersuchungslésung ausgefiihrt. 

Zu Versuchen wurden solche Systeme gebraucht, wo das py der Kontrolle 
(ohne Glykokoll) und der glykokollenthaltenden Lésung nur cine px- 
Differenz von 0,02 aufwies und wo das py der Glykokollésung gréBer als 
das der Kontrolle war. Nur in einigen Fallen war die Differenz gleich 0,07. 
Der Verzuckerungsgrad wurde nach der Bertrandschen Methode verfolgt. 

Das totale Volumen der untersuchten Lésung betrug 104 ccm, dasselbe 
wurde mittels 80cem 1% iger Starke, 20ccem 1- oder 2% iger Glykokoll- 
lésung oder H,O und 4ccm Amylase (JJerck) gebildet. 

Der Glykokollgehalt in der Lésung betrug 0,2 oder 0,4°), der Starke- 
gehalt 0,77%. Alle Untersuchungen wurden im Thermostaten bei 38° 
ausgefiihrt. Wenn linger als 24 Stunden dauernde Versuche ausgefiihrt 
wurden, so wurde zu den Proben Toluol gegen Infektion zugegeben. Nach 
1, 2, 4, 24, 48 Stunden wurden den Kolben Portionen von 10 cem 
entnommen und sofort auf reduzierende Substanzen analysiert. Zu 
jedem Versuch wurden zwei parallele Proben aufgestellt. Die in den Tabellen 
angegebenen Zahlen sind Mittelwerte aus sechs bis acht Versuchen. 


Ergebnisse. 
A. Amylase Merck. 


pu = 4,5. Die ersten Experimente wurden beim optimalen py der 
untersuchten Amylase ausgefiihrt!. Bei py = 4,5 tibt das Glykokoll sowohl 
in der Konzentration von 0,2 °% als auch von 0,4 % fast keinen EinfluB auf 
die Amylasewirkung aus (Tabelle 1). Nach einstiindiger Wirkung beob- 
achteten wir einen Zerfall, der im System mit 0.4% Glykokoll um 6,9 %, 
im System mit 0.2% Glykokoll um 3,1% gréBer war als derjenige der 
Kontrolle. Bei langerer Dauer der Experimente verschwand diese Differenz 
fast ganz. Nach 24 Stunden war sie nur 2,1. 

Der Prozentgehalt der entstandenen Maltose in Milligramm betrug 
in der Kontrolle 60,4% und bei Glykokollanwesenheit in beiden Fallen 
61,6% der angewandten Starke. 

pu = 6,2. Bei diesem py. wo die Aktivitaét des Praparats im Vergleich 
mit dem Optimum sich nicht besonders unterscheidet, beobacheten wir 
eine bedeutendere Aktivierung der Amylasewirkung durch Glykokoll, 
und zwar wurde in der Lésung, welche 0.4% Glykokoll enthielt, eine Be- 
schleunigung der Verzuckerung nach einstiindiger Reaktionsdauer um 
14%, nach zweistiindiger um 10% beobachtet ; hingegen war in der Lésung. 
die 0.2% Glykokoll enthielt, die Beschleunigung geringer; nach | Stunde 
11,1%, nach 2 Stunden 3,7%. 


! Filipowicz, 1. ¢. 
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Tabelle I. 
GlykokolleinfluB auf den Starkeabbau. Starkekonzentration 
0.8%. Amylasekonzentration 0,004°, (Merck). 





Glykokoll- Zeit ||— _ wets —_ Bosses ae = Beschleu- 
konzentration PH Maltose | Abbau || Maltose  Abbau nigung 
9/9 Std. mg ay mg Vi Fo 
0,4 45 1 15,5 19,4 14.5 15,1 6,9 
2 31,1 38.8 29.3 36.6 6,1 
24 49,3 61,6 48,3 60,4 2.1 
0,2 4.5 1 15.0 18,75 14,5 18,1 3.1 
2 30,5 38,1 29.3 36.6 4.1 
24 49,3 61,6 48,3 60,4 2,1 
0,4 6.2 1 16,3 20,4 14,3 17,0 14,0 
2 29,7 37,2 27,0 33.7 10,0 
24 49,0 61,2 48,7 60.9 3.5 
48 50.7 63,4 49.7 62,1 2.0 
0,2 6.2 1 16,0 20,0 14,3 17,9 11,1 
2 28,0 37,0 27,0 33,7 3,7 
24 48,7 60,9 48,7 60,9 0 
48 49,7 62.1 49.7 62,1 0 
0,4 7,4 1 13,0 16,2 11,7 14,6 11,1 
2 25,8 82,2 21,7 27,1 16.2 
24 46,0 57.5 38,6 48,2 18.4 
48 50,7 63,3 42.4 52.8 19.8 
0,2 7,4 1 12,5 15,6 11,7 14,6 16,8 
2 25,1 31,3 21,7 27,1 15,6 
24 44,7 55,9 38.6 48,2 15.8 
48 49,7 62,1 42.3 52.8 17,4 
0,4 8,2 1 7,0 8,7 3,2 4,0 143.7 
2 13,8 17,2 7.1 8.8 94.3 
24 45,0 56.2 24.0 30,0 87,5 
0,2 8,2 1 6.8 8.5 3,2 4,9 112,5 
2 13,5 16,8 7.1 8.8 90.1 
24 44.0 55,0 24.0 30,0 83,3 


Nach 24 und 48 Stunden konnte sowohl bei 0.4- als auch bei 0,2 °oigem 
Glykokoll keine Beschleunigung nachgewiesen werden. Die gebildete 
Maltose entsprach nach 24 Stunden 61,2 bis 60.9% der anwesenden Starke 
und nach 48 Stunden 62.1 bis 63,4 °, der Starke. 

PH 7.4. Bei diesem py. bei dem die Aktivitat der Amylase sehr 
vermindert ist, konstatierten wir einen GlykokolleinfluB, der viel langer 
dauerte als in den vorherigen Versuchen. Nach 1 Stunde wurde eine Differenz 
zwischen Kontrolle und 0,4%iger Glykokollésung von 11,1% und _ bei 
0,2 %iger Lésung von 6,8% beobachtet. Nach 2 Stunden ist die Differenz 
noch gréBer: bei der 0,4 %igen Glykokollésung wurde eine Beschleunigung 
von 16,2 %, bei 0,2 %iger Lésung von 15,6% beobachtet. Nach 24 Stunden 
war diese Differenz 18,4 bzw. 15,8 und nach 48 Stunden noch 19,8 bzw. 
17,4%. 2 

Nach 24 Stunden betrug die gebildete Maltosemenge in Prozenten der 
angewandten Starke in der Kontrolle 48,2, in den Glykokollésungen 57,5 
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Tabelle Il. 


yn GivkokolleinfluB auf den Starkeabbau. Starkekonzenfration 
0.8%. Ptyalin. 








Glykokoll- Zeit — ™ hac dessa Ohne Glykokoll Beschleu- 
konzentration PH Maltose Abbau Maltose  Abbau nigung 
Oy Std. mg 99 mg ° Oe “lo 

0,4 4.5 1 17,0 21,2 10,7 13,3 58.4 

2 29,8 26,0 14,7 18,3 41,4 

24 48.7 50.9 37,7 47,1 29.1 

48 52.7 65.9 47,0 58,7 12,1 

0,2 4,5 1 17,3 21.6 10,7 13,3 61.6 

2 22.0 27,5 14,7 18,3 49.6 

24 49,3 51,6 37,7 47,1 30,7 

48 3,9 66,2 47,0 58.7 12,7 

0,4 6,2 1 28,0 35,0 27.0 33,7 3,7 

2 32,7 40.8 32,7 40.8 0 

24 44.3 55,3 46.0 57,5 3,7 

48 46,3 57,8 46,7 58,3 0.8 

0,2 6,2 1 28,0 35.0 27,0 33,7 3,7 

2 32,3 40,4 32,7 49,8 1,2 

24 44,0 55,0 46,0 57.5 — 4,5 

48 45,7 57,1 46,7 58,3 — 2,1 

0,4 7,4 1 5.8 7,2 5,1 63 13,7 

2 9,5 11,8 8.4 10,5 13,1 

24 38.5 48.1 35,0 43,7 19,0 

48 42.5 53.1 40.0 50,0 6,2 

0,2 74 1 5,9 7,3 5,1 6.3 15.6 

2 9.6 12.0 8.4 10,5 14,2 

24 39.0 48.7 35,0 43,7 11,4 

48 42.0 52.5 40,0 50,0 5.0 

0.4 8,2 2 2,0 2.5 0.8 1,0 150.0 

4 4,0 5,0 2.1 2,7 86,7 

24 22.0 27,5 12,0 15.0 83.3 

48 31,0 38,7 18,0 22,5 72,2 

0),2 8,2 2 2.0 2,5 0.8 1.0 159,0 

4 4.0 5,0 ye | 2.7 86,7 

m 24 21,0 26.0 12,0 15,0 75,0 
be 48 32.0 40,9 18,0 22,5 77.7 


ce 

(0,4 %) und 55,9 (0,2 %). Nach 48 Stunden waren die entsprechenden Werte 
ir fiir die Kontrolle 52.8%, fiir die Glykokollésungen 63,3, (0,4°,) und 
ay 62,1°% (0.2%). Der langdauernde Unterschied in dem Verzuckerungsgrad 
1Z wird durch die langsam verlaufende: Verzuckerung bei diesem py erklart. 
ei Pu = 8,21. Bei diesem py ist die verzuckernde Wirkung der Kontrolle 
1Z sehr gering. Zur Untersuchung wurden nicht 10, sondern 20 cem angewanat. 
fa Nach 1 Stunde wurden nur 4%, nach 2 Stunden 8,8°%, der Stirke in 
n reduzierende Substanzen zerlegt. Nach 24 Stunden wurden 30°, der Starke 
y. abgebaut. Besonders in diesen Experimenten wurde die Aufmerksamkeit 

auf das pq gelenkt. In der Kontrolle war das py immer gr6éBer als in den 
v Glykokollsystemen. Der Glykokoll iibt eine iiberaus starke Wirkung auf 


5 die Verzuckerungsgeschwindigkeit durch Amylase aus. In den Systemen, 
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in welchen eine 1% ige Glykokollésung zugesetzt wurde, waren anstatt 
3,2 mg der Kontrolle 8,6 mg Maltose gebildet. Der Unterschied ist gro 
und betragt hier 112,5%. Eine noch gréBere Reaktionsbeschleunigung 
wurde in den Systemen mit einer 0,4 °% igen Glykokollésung beobachtet. 
Da betrug der Unterschied 143,79; es wurden naimlich 7 mg Maltose 
gebildet. Mit der Zeit verminderte sich diese Differenz: Glykokollésung 

-Kontrolle, obwohl sie noch nach 24 Stunden 83,3 bzw. 87,5% war. Nach 
24 Stunden entstanden in der Kontrolle reduzierende Substanzen in einer 
Menge von 30% der anwesenden Starke, in der 0,2 %igen Glykokollésung 
55%, in der 0,4 %igen Glykokollésung 56,2 %,. 


B. Ptyalin. 


Pu 4.5. Dieses py liegt weit unterhalb des optimalen py fiir die 
Speichelamylase. Das Glykokoll beschleunigt bedeutend die Verzuckerung 
der Starke und zwar in einer 0,2 °jigen Lésung etwas starker als in einer 
0,4 %igen Lésung. Nach 1 Stunde wurde eine Beschleunigung von 61,6 °%, 
(0,2 % Glykokoll) und 58,8 °4 (0,4 % Glykokoll) beobachtet ; nach 2 Stunden 
entsprechend 49,6 und 41.4%. Noch nach 24 und 48 Stunden wurde 
zwischen der glykokollhaltigen Lésung und der Kontrolle ein Unterschied. 
der 29,1 bis 30,7 bzw. 12,1 bis 12,7°, betrug, beobachtet. 

Pu = 6,2. Dieses pq wurde deshalb angewandt, da es in der Nahe des 
optimalen py liegt. Unter diesen Bedingungen wurde fast keine Wirkung 
des Glykokolls konstatiert (Tabelle VI). Die Differenzen lagen zwischen 
+ 3,7 und — 4,3%, also innerhalb der Fehlergrenzen. 

Bei pu = 7,4, wo die Aktivitét der Amylase geringer als bei py = 6,2 
ist, beobachteten wir wieder eine beschleunigende Wirkung des Glykokolls 
auf die Verzuckerung. Auch hier ist die Beschleunigung bei einer 0,2 % igen 
Glykokollésung gr6éBer als bei einer 0,4%igen. Nach 1 Stunde war die 
Differenz zwischen der Kontrolle und 0,2 %igem Glykokoll gleich 15,6 %, 
nach 2 Stunden = 14,2%, nach 24 Stunden 11,9%, und nach 48 Stunden 
konstatierten wir eine Differenz von 5%. 

Bei px = 8,2 wurde die gréBte Differenz zwischen den Verzuckerungs- 
geschwindigkeiten, die durch die Speichelamylase bei Glykokollan- und 
-abwesenheit hervorgerufen wurden, beobachtet. In der Kontrolle werden 
nach | und 2 Stunden nur minimale Mengen reduzierender Substanzen 
gebildet. Hingegen ist diese Menge bei Glykokollanwesenheit viel gréBer. 
Diese K6rper als Maltose berechnet betragen nach ] Stunde in der Kontrolle 
0,8 mg, in der 0,2- und 0,4 % igen Glykokollésung 2,0 mg. Die Beschleunigung 
ist 150%. Nach 2 Stunden konstatierten wir in der Kontrolle 2,1 mg, in der 
Glykokollésung 4mg Maltose. Nach 24 Stunden ist diese Differenz noch groB, 
12 bzw. 21 bis 22mg. Noch nach 48 Stunden ist die Reaktion nicht zu Ende. 
In der Kontrolle werden 18 mg Maltose gefunden, d.h. 22.5% der anwe- 
senden Starke wurden verzuckert; die entsprechenden Ziffern fiir die 
Glykokollésungen betragen 31, 32 mg Maltose und 38,7, 10% der Starke. 

Aus den hier durchgefiihrten Versuchen kann man nicht entnehmen, 
ob die Reaktion in den Systemen mit Glykokoll denselben Endzustand 
erreicht wie in denen ohne Glykokoll. Aus den obigen Tabellen ist zu ersehen, 
daB hier Differenzen vorhanden sind, welche wahrscheinlich durch Nicht- 
durchfiihrung des Abbaues bis zu definitivem Ende hervorgerufen sind. 

Um dies aufzuklaren, wurden Versuche, in welchen durch schnelleren Ab- 
bau und durch langer dauernde Verfolgung der Reaktion dieselbe zu Ende ge- 
fiihrt werden konnte, ausgefiihrt. Die Resultate sind in der Tab. II] angegeben. 
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Tabelle III. 


GlykokolleinfluB auf den Reaktionsendzustand. Speichel- 
amylase. Starkekonzentration 1%. 





Glykokollkonzentration 





Pu Zeit 0° 0 1% - 20 0 
mg Maltose mg Maltose mg Maltose 
4.5 30 Min. 8,5 12.8 14,2 
44 Std. 21,5 23,0 23,0 
78 23,0 23,0 23,0 
6,6 10 Min. 12.8 13,8 13.8 
44 Std. 23,0 23,0 23,0 
— (% 23,0 23,0 23.0 
8,14 30 Min. 10,5 13,0 11,2 
44 Std. 22.0 23,0 23,0 
” ~« 23,0 23,0 23,0 


Aus den Ziffern dieser Tabelle folgt, daB die Starke sowohl in glykokoll- 
haltigen Systemen als auch in den Kontrollen einem Abbau von 78 °%5 
ihrer anfanglichen Konzentration unterliegt, also praktisch fiir die Amylase- 
wirkung zu Ende ablauft. Um nachzuweisen, ob die phosphorenthaltende 
Gruppe der Starke mit Glykokol] in Reaktion tritt und dadurch auf den 
Reaktionsablauf einen EinfluB hat, wurden analoge Versuche mit Dextrinen, 
welche keinen Phosphor enthalten, unternommen. In diesem Falle sind 
die Abweichungen in den Reaktionsgeschwindigkeiten der glykokollhaltigen 
Systeme im Vergleich zu den Kontrollen beinahe identisch, wie bei den 
entsprechenden Versuchen mit Starkelésungen, obgleich die Reaktion 
hier verhaltnismaBig viel langsamer ablauft. 

Aus der Tabelle IV ist also zu entnehmen, daB Glykokoll die Ver- 
zuckerungsreaktion unabhangig davon, ob die Polyose Phosphor enthalt 
oder nicht, beschleunigt. 


Tabelle IV. 


GlykokolleinfluB auf den Verzuckerungsverlauf der Dextrine. 
Pflanzenamylase 0,17 %. 





Glykokollkonzentration 





Zeit sclaiiiblienacee tse deseennsnihniiantiinantnpabiananinn 
PH 0%, 1% 2% 
Min. mg Maltose mg Maltose mg Maltose 
“ e 
7,5 30 4,5 8,5 8,5 
60 8,5 11,6 11,6 
5,0 30 6,2 6.8 8.5 
60 13,7 15,2 17,8 


Im zweiten Teil der Arbeit wurde der EinfluB des Dispersions- 
zustandes der Amylaselésung auf die Reaktion in Abhangigkeit von pu, 
von Glykokoll-, CaCl,-Anwesenheit bzw. von der Anwesenheit beider 


, 


Verbindungen gleichzeitig, untersucht. FE. Sym! hat nephelometrisch 


1 Diese Zeitschr. 251, 116, 1932. 
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den Dispersionszustand der Amylaselésung untersucht und dabei 
nachgewiesen, daB in den py-Grenzen 6,0 bis 3,6 mit dem Ansteigen 
der H’-Konzentration die Dispersion der Enzymlésung sich verkleinert. 
Was fiir Stoffen diese kolloidale Erscheinung zuzuschreiben ist, laBt 
er offen. Es wurde durch ihn neben anderen Salzen auch der CaCl,- 
EinfluB auf den Dispersitatsgrad der Amylaselésung in demselben 
pu-Intervall untersucht. In seinen Versuchen wurde jedoch nicht der 
Vergleich der diesbeziiglichen Salzeffekte mit denjenigen, die ohne 
Salzanwesenheit erhalten wurden, durchgefiihrt. 


Die Untersuchungsmethode des Dispersionszustandes der Amylase 
lésung ist bei uns prinzipiell dieselbe, wie sie EB. Sym anwandte. Das mit 
Wasser zerriebene Amylasepraparat (Diastase abs. Merck) wurde nach 
'/,stiindigem Stehen durch Filter, Schleicher, hart, filtriert. Zu dem Filtrat 
wurden die gepufferten Lésungen zugegeben. Es wurde auch der Glykokoll- 
einfluB auf die Dispersion und auf die Reaktionskinetik bei Ab- und An- 
wesenheit von CaCl, untersucht. In eine 0,5 °% ige Amylaselésung wurden 
gepufferte CaCl,- und Glykokollésungen, in den Kontrollen entsprechende 
Wassermengen zugegeben und nachher die Proben in den Thermostaten 
bei 37° gestellt. Nach 20 Minuten wurde mittels des Leitzschen 
Nephelometers der Aufhellungs- bzw. der Verdunkelungsgrad der Versuchs- 
J6ésung im Vergleich zur Kontrolle untersucht. Als Kontrollen wurden 
bei gewissen py gepufferte, salzfreie Amylaselésungen — am meisten war 
das pu = 6,0 oder 7,6 — gebraucht. Die in der Tabelle V dargestellten 
Resultate sind in relativen Nephelometerwerten angegeben worden, d. h. 
fiir die Kontrolle wurde die Nephelometermarke 25 eingestellt.Darauf 
wurde die Versuchslésung auf denselben Helligkeitsgrad, den die Kontrolle 
anzeigte, gebracht. Wenn man den Kontrollwert als 100 annimmt, und wenn 
die fiir die untersuchte Lésung eingestellte Marke 2 EKinheiten aufweist, so 
bekommt man den relativen Nephelometerwert bei folgender Umrechnung: 


R.N.W. = 5 100. 


Tabelle V. 


Relative Nephelometerwerte. Pflanzenamylase 0,15%. 
Glykokoll 0,8n. CaCl, 0,5 n. 





pu 0 tlykokoll CaCl, Glykokoll + CaCl, 


6.0 100 100 100 109 
5,0 50 54 100 100 
44 46 50 100 100 
3.6 37 37 16 16 


Die Versuchsresultate, die in der Tabelle V zusammengestellt 
sind, zeigen, daB Glykokoll auf den Dispersionsgrad der Amylaselésung 
keinen EinfluB hat. Die relativen Nephelometerwerte fiir die glykokoll- 
haltigen Amylaselésungen sind beinahe identisch mit denjenigen, 
die die Amylaselésungen ohne Glykokoll aufweisen. Die bei CaCl,- 
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Anwesenheit erhaltenen Werte sind verschieden von den durch E. Sym 
in seiner Arbeit! erhaltenen. Er fand in dem py-Bereich 6,0 bis 3,6 
mit dem Anwachsen der H -Konzentration eine standige Verkleinerung 
der Nephelometerwerte im Verhiltnis zu den CaCl,-freien Lésungen ; 
in unserer Arbeit hingegen fanden wir im px-Intervall 6,0 bis 4,4 
keine Anderung dieser Werte und erst bei pu = 3,6 ein plétzliches 
Absinken derselben. Fiir die Amylaselésungen, welche gleichzeitig 
CaCl, und Glykokoll enthielten, bekamen wir solche relative Werte, 
als wenn nur CaCl, allein anwesend wire. Dies konnte man vorhersehen, 
da Glykokoll allein keine nephelometrischen Veranderungen hervorruft. 
Weiter war es von Interesse, sich zu iiberzeugen, was fiir einen 
Zusammenhang diese Dispersionsinderungen mit dem Starkeabbau- 
vermoégen der Amylaselésungen haben. Zu diesem Zweck wurden von 
jeder Amylaselésung, deren relative Nephelometerwerte in der Tabelle V 
angegeben sind, 2ccm entnommen und zu 50 cem 0,5°,iger, bei be- 
stimmten px gepufferten Starkelésung zugegeben. Sodann wurden 
die Proben im Thermostaten bei 37° aufbewahrt. In gewissen Zeit- 
abschnitten wurde in 1l0cem der Versuchslésung die entstandene 
Maltose mittels der Bertrandschen Methode bestimmt. Die Resultate 
sind in der Tabelle VI angegeben. 


Tabelle VI. 


Erklarung im Text. 





Glykokoll 
+ CaCl, 


Glykokoll 


Glykokoll CaCl, + CaCl, 


Glykokoll CaCl, 


aay me Maltose mg Maltose 
20 Min. 14,2 14,2 14,2 14,2 17,0 6,7 6,7 
40 , 24,0 22,8 21,7 21,7 26,7 16.5 16.5 
24 Std. 34,0 34,0 34,0 34,0 34,0 34,0 34,0 
20 Min. 16,5 15,9 16,5 16.5 18,2 5,6 5.6 
40 , 26,7 26,7 25,0 25,0 28.4 15.9 15,9 
24 Std. | 34,0 34,0 34,0 34,0 34,0 34,0 34,0 


20 Min. 16,5 16.5 16,5 16.5 17,0 5.0 5.9 
40 , 26,0 26,0 24.5 24.5 28,0 15.9 15.9 
24 Std. | 34,0 34,0 34,0 34.0 34.0 34.0 34.0 


20 Min. || 11,3 11,3 5.6 5.6 14,2 2.0 2.0 
oS . 15,3 15,3 5.6 5.6 20.5 5.6 5.6 
24 Std. | 32,0 32.0 5.6 5.6 34,0 5.6 5.6 


Aus dieser Tabelle ersehen wir, daB in den CaCl, enthaltenden 
Lésungen keine besonderen Hemmungen, welche nur starker bei py = 3,6 
hervortreten, vorhanden sind. Man muB hier bemerken, da bei den so 


1 Diese Zeitschr. 251, 116, 1932. 
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ausgefiihrten Versuchen die Konzentrationen der auf die Amylase 
einwirkenden Substanzen 50fach verkleinert werden; fiir Glykokoll 
betragt die veranderte Konzentration 0,016, fiir CaCl, = 0,01. Auf diese 
Weise wollte man den Zusammenhang zwischen dem Reaktionsverlauf 
und dem kolloidalen Zustand der Amylaselésung, welcher sich vor der 
Starkezugabe einstellte, auffinden. Wahrend der Verdiinnung kénnen 
jedoch verschiedene Faktoren regenerierend einwirken. Zum Vergleich 
wurden im Teil II der Tabelle VI die Resultate von Parallelversuchen, 
in welchen die Amylaselésungen zu solchen Starkelésungen, die CaCl, und 
Glykokoll in Konzentrationen der Einwirkungssysteme enthielten, zu- 
gegeben wurden, dargestellt. Aus der Tabelle folgt, daB CaCl, schon bei 
einer Konzentration von 0,01 n wirkt, jedoch viel schwacher als 0,5 n. 
Bei 0,01 n CaCl, war der Hemmungseffekt nicht zu erwarten, diese Er- 
scheinung wird der friiheren CaCl,-Einwirkung auf die Amylaselésung 
zuzuschreiben sein. 

Eine 0,8n Glykokollésung hat keinen Einflu® auf den Dispersions- 
zustand der Amylaselésung, und auch kinetisch bemerkt man keinen Unter- 
schied in der Amylasewirkung nach Zugabe einer mit 0.8n Glykokoll 
behandelten Amylaselésung zur Staérkelésung. Hingegen fanden wir bei 
einer 0,8n Glykokollkonzentration im Reaktionssystem eine deutliche 
Reaktionsbeschleunigung. Weiter wurde beobachtet, daB Glykokoll, wie 
auf den Dispersionszustand der Amylaselésung, so auch auf die Abbau- 
geschwindigkeit der Starke bei Ca Cl,-Anwesenheit keinen EinfluB hat. Dies 
weist darauf hin, daB die Einwirkung des CaCl, auf den Reaktionsablauf 
tiefgreifender ist als die des Glykokolls. 


Erwiagungen. 


Die Versuchsresultate, welche durch die Untersuchungen tiber den 
Zusammenhang zwischen dem Dispersionszustand einer Amylaselésung 
und ihrer Aktivitét erhalten 
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kleiner; angefangen von px = 7,6 
bis 3,6. Da jedoch das px-Optimum der Amylase bei 4,8 liegt. 
so kann man sagen, daB die Verdnderungen des Dispersionsgrades 
nicht parallel mit der Amylaseaktivitdt gehen. Graphisch wird dies 
auf Abb. 1 dargestellt. 

Wenn nur der Dispersionsgrad der Amylaselésung, welcher nephelo- 
metrisch erfaBbar ist, auf die Reaktionsgeschwindigkeit einen EinfluB 
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hatte, so kénnte man erwarten, daB mit dem px-Optimum auch ein 
entsprechendes Dispersionsmaximum in Erscheinung tritt. Dies ist 
jedoch nicht der Fall. Glykokoll verandert nicht den Verlauf des 
Dispersionsgrades der Amylaselésung bei verschiedenen py.  Jedoch 
hat er kinetisch auf die Amylase einen groBen EinfluB. Zwar wird 
das pu-Optimum nicht geandert, aber die ganze pxu-Kurve wird stark 
abgeflacht. Vielleicht treten bei der Glykokollwirkung im sauren 
Bereich folgende Prozesse hervor. 

Die Begleitstoffe, die wahrscheinlich den nephelometrisch erfab- 
baren Effekt in der Amylaselésung normalerweise hervorrufen und dabei 
die Amylase inaktivierend (teilweise) binden, kénnen bei Glykokoll- 
anwesenheit mit der Amylase nicht in Bindung treten, und deshalb 
wird das Enzym in der Aktivitaét in groBem py-Intervall wenig ver- 
indert. EiweiBkérper haben nach Filipowicz (Il. c.) und Pepton nach 
Oparin und Kurssanow (|. c.) eine ahnliche Einwirkung auf den py- 
Kurvenverlauf. £. Sym (l.c.) konstatierte denselben Effekt bei der 
Stirkeanwesenheit. Starke schiitzt die Amylase vor der py-Inakti- 
vierung. Es ist méglich, daB in allen diesen Fallen ein ahnlicher Mechanis- 
mus auftritt. Die Amylase wird durch diese Substanzen vor der Teil- 
nahme an der Begleitstoffkoagulation geschiitzt. 


Im pu-Gebiet 6,0 bis 4,4 veraindert CaCl, nicht den Dispersions- 
zustand der Amylaselésung im Verhaltnis zur Kontrollésung (pu = 6,0), 
also im Vergleich zu den entsprechenden Nephelometerwerten bei 
pao — 5,0 und 4,4 ohne CaCl,-Anwesenheit ist die Dispersion der L6- 
sungen mit CaCl, vergréBert. Hier unterliegt durch CaCl, die Amylase- 
lésung keiner py-Dispersionsanderung. CaCl, wirkt stabilisierend. 
Hingegen wird bei px = 3,6 der Nephelometerwert bei CaCl,-An- 
wesenheit plétzlich bedeutend kleiner, sowohl im Verhaltnis zur Kon- 
trolle als auch zu dem Wert, den die Amylaselésung bei diesem py ohne 
CaCl, aufweist. Nach diesen Resultaten der Dispersionsuntersuchungen 
sollte man erwarten, daB im py-Bereich 6,0 bis 4,4 keine Anderung der 
Amylaseaktivitét auftritt und erst bei py = 3,6 eine groBe Hemmung 
in Erscheinung tritt. 

Indessen hemmt CaCl, zwar bei px = 3,6 am starksten, aber 
sonst ist die hemmende CaCl,-Wirkung im ganzen puy-Bereich vor- 
handen. Diese Resultate stimmen nicht mit denjenigen von FE. Sym 
(1. ¢.) iberein. 

In unseren Untersuchungen haben wir es wahrscheinlich mit zwei 
verschiedenen Arten der Einwirkung (CaCl, und Glykokoll) auf das 
Enzym zu tun. 


Glykokoll hat sowohl auf die Zoo- als auch auf die Phytoamylase 
einen EinfluB, welcher sich in einer Abflachung der px-Kurve bei 
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unverandertem px-Optimum beruht; deshalb ist die Glykokollwirkung 
desto bedeutender, je weiter vom px-Optimum das px liegt — natiirlich 
wird bis zu einer bestimmten Grenze diese Erscheinung auftreten. 
Dies tritt besonders bei der Pflanzenamylase auf. Der Endverzuckerungs- 
grad ist dagegen von der Glykokollanwesenheit unabhangig. 


Sowohl auf die Nephelometerwerte als auch auf die Kinetik hat 
Glykokoll bei CaCl,-Anwesenheit keinen EinfluB. Dies ist eine ab- 
weichende Erscheinung von derjenigen, die wir in der vorigen Arbeit 
beobachtet haben [.M ystkowski (1. c.)]. Doch ist der gleichzeitige Einflu’ 
zweier Substanzen gleich der Summe der Einfliisse, die diese Substanzen 
austiben, wenn sie getrennt wirken. Dazu wurden Guanidin und Glyko- 
koll gebraucht, wobei die erste Substanz hemmend, die zweite be- 
schleunigend wirkt. 


Diese Tatsachen sprechen dafiir, daB die Wirkung des Glykokolls 
auf die Amylase chemischer Natur ist. Ob es sich dabei um eine Ver- 
bindung Glykokoll—Amylase, welche als Ampholyt eine andere Disso- 
ziationskurve aufweist als die freie Amylase, oder ob es sich um eine 
schiitzende Wirkung handelt (wie es vorher angegeben wurde), ist 
schwer zu entscheiden. Bei Glykokollwirkung wird keine py-Optimum- 
verschiebung beobachtet. Wenn man die erste Interpretation annimmt, 
so kénnte diese Erscheinung so erklart werden, daB das py-Optimum 


der Zooamylase und der isoelektrische Punkt der Verbindung Glykokoll 
Amylase sehr nahe gelegen sind. 


CaCl, wirkt auf den kolloidalen Zustand der Amylaselésung bei 
pu ~- 3,6. Es ist méglich, daB diese Zustandsinderung irgendwie 
mit der Inaktivierung in Zusammenhang ist. Ob dabei aber auch 
chemische Bindungen zwischen Amylase und CaCl, bei den Hemmungs- 
erscheinungen eine Rolle spielen, sind wir nicht imstande zu entscheiden. 
Diese Resultate zeigen, daB die Glykokollwirkung nicht auf der Inakti- 
vierung der anwesenden proteolytischen Fermente beruht. Der Ver- 
zuckerungsgrad am Ende der Reaktion ist bei pu, die nicht weit vom 
pu-Optimum entfernt sind und bei Anwendung von Amylase von der 
Glykokollanwesenheit unabhingig. Das Glykokoll iibt also keine 
Wirkung auf die Ausbeute der durch die Amylase bis zur Maltose zer- 
legten Starke aus. Glykokoll kann also nicht als ein Komplement 
angesehen werden. 

Zusammenfassung. 


1. Glykokoll hat einen beschleunigenden EinfluB auf die Amylase- 
wirkung nur bei pu, die auBerhalb (d. h. sowohl ober- wie unterhalb) 
des px-Optimums liegen. Dieser Einflu8 ist desto gréBer, je weiter 
diese px vom optimalen px-Punkt liegen. 
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2. Glykokoll vergr6éBert nicht die Reaktionsgeschwindigkeit der 
Amylolyse iiber die beim py-Optimum. 

3. Glykokoll hat keinen EinfluB auf den Dispersionszustand der 
Amylaselésung. 


4. CaCl, hebt vollkommen die Glykokollwirkung auf. 


5. CaCl, hemmt den Starkeabbau. Wahrscheinlich haben dabei 
kolloidale Faktoren einen EinfluB. 


An dieser Stelle méchten wir Herrn Professor Dr. Stanislaus v. Przy- 
fecki unseren herzlichsten Dank fiir das Thema und fiir die Beihilfe aus- 
sprechen. 








Zur Physiologie der Fettausscheidung an der Hautoberfliche. 


Von 


A. Perutz und B. Lustig. 


(Aus dem pathologisch-chemischen Laboratorium der Rudolfsstiftung 
Wien II] und der II. dermatologischen Abteilung des Mariahilfer Ambula- 
toriums und Spitals in Wien.) 


(Eingegangen am 8. Mdrz 1933.) 


In einer friiheren Mitteilung konnten wir darauf hinweisen, daB 
die Zusammensetzung des Fettes der Hautoberfliche durch subcutan 
zugefiihrtes Fett beeinfluBt wird, wobei die Menge des Fettes zunimmt. 
Als Fett wurde Olivenél verwendet. Die Erhéhung der Jodzahl des 
Hautoberflichenfettes wurde als MaB der Beeinflussung angesehen. 
Bei unseren weiteren Versuchen gingen wir daran, einerseits die Starke 
dieser Beeinflussung durch Verwendung von Fett mit hoher Jodzahl 
zu erhéhen, andererseits experimentell den Nachweis eines zentralen 
Regulationsmechanismus zu erbringen. Diese Versuche lagen um so 
naher, als, abgesehen von den physiologischen Untersuchungen iiber 
ein ,,Fettzentrum“, klinische Beobachtungen vorliegen, daB nach 
postenzephalitischen Erkrankungen, die im Mittelzwischenhirn zu 
Jokalisieren sind, an der Haut eine itibermaBige Fettausscheidung auf- 
tritt (,,Salbengesicht**). 

Fiir diese Untersuchung wurden, wie in der vorhergehenden Mitteilung, 
ausgewachsene Kaninchen gleicher Haarfarbe (schwarz) und in gleichen 
Gewichtsgrenzen (2400 bis 2600 g) verwendet. Die Tiere bekamen fort- 
laufend | Tag Griinfutter, 1 Tag Hafer und 1 Tag Brot. Die Versuche 
wurden alle im Herbst—Winter durchgefiihrt, da Vorversuche ergaben, 
daB im Sommer eine Steigerung (bis 35% gegeniiber der Winterzeit) statt- 
findet. Die Untersuchung der Fettausscheidung geschah in der Weise, 
daB 2 bis 4g Riickenhaare moéglichst kurz geschnitten wurden und das 
Fett durch vierstiindige Atherextraktion im Soxhlet gewonnen wurde. Die 
iitherische Fettlésung wurde bis zur Trockne eingedampft und dann wieder 
im Ather aufgenommen. Bestimmt wurden: Menge (gravimetrisch), Chole- 
steringehalt und Jodzahl. Die Bestimmung des Cholesteringehaltes wurde 
auf kolorimetrischem Wege (Autenrieth-Kénigsberger) trotz ihrer Fehler- 
méglichkeiten durchgefiihrt, da eine fiir die gravimetrische Bestimmung 
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mit Digitonin notwendige Verseifung bei den geringen zur Vertiigung 
stehenden Mengen nicht in Betracht kam. Die Bestimmung der Jodzahl 
erfolute halbmikro nach PRosenmund-Kuhnheim. 

Fir die engeren Versuche wurden sechs Kaninchen verwendet, von 
denen zwei ohne Fettzufuhr als Kontrolle dienten. Die iibrigen vier er- 
hielten dreimal wéchentlich je 1,2 cem Lebertran subeutan in die Bauchhaut 
eingespritzt. Die wahrend der gesamten Versuchsdauer injizierte Fettmenge 
war im Verhaltnis zum Gewicht des Kaninchens absolut gering, doch 
relativ im Verhaltnis zu den sonst von erwachsenen Kaninchen mit der 
Nahrung aufgenommenen Fettmengen hoch. Versuche, durch Nahrung 
(Niisse, Brot mit Ol getrankt) die Fettzufuhr zu steigern, scheiterten an der 
Nichtaufnahme des Futters. Der verwendete Lebertran hatte eine Jod- 
zahl von 161. 

Bei zwei von den mit Lebertran behandelten Tieren wurde vor Beginn 
der Versuche das Mittelzwischenhirn operativ mittels einer gliihenden 
Nadel zerstért. Die Operation wurde in Athernarkose in folgender Weise 
durchgefiihrt. 

Mit einem etwa 5cm langen Sagittalschnitt wurden Haut und Weich- 
teile durchtrennt, der Knochen frei prapariert. Rechts und links etwa 
'/,em vor der Kreuzungsstelle der Coronar- und Sagittalnaht wurde mit 
dem Trepan eine kreisf6rmige Offmung (0,5 em Durehmesser) gebohrt, 
durch welche eine gliihende Nadel rasch in medialfrontaler Richtung ein- 
gestoBen wurde. Die Wunde wurde mit Muskel gedeckt und mit fort- 
laufender Naht geschlossen. Alle Wunden heilten pro primam. 

Die operierten Tiere waren am dritten Tage vollkommen munter und 
wurden erst 20 Tage nach der Operation fiir die Versuche verwendet. 
Schon vor der Fettzufuhr wurde bei allen Tieren auf die vorher angegebene 
Weise die Zusammensetzung des Hautoberflichentettes untersucht, dann 
wurde bei den ersten zwei Tieren zweimal in Abstiinden von je 5 Wochen 
die Untersuchung wiederholt, bei den fettinjizierten Tieren wurde dreimal 
in Abstanden von 5 zu 5 Wochen, sowie 14 Tage nach Aussetzen der Fett - 
zutuhr die Zusammensetzung des Hautfettes gepriift. 

Es standen somit drei Gruppen von Kaninchen im Versuch: 
1. Gruppe vollkommen unbehandelt, die 2. Gruppe erhielt durch 
15 Wochen dreimal woéchentlich Lebertran subcutan  eingespritzt, 
die 3. Gruppe waren diejenigen Tiere, bei denen die Fettzufuhr nach der 
Zerstorung des Mittelzwischenhirns gleich denen der 2. Gruppe durch- 
gefiihrt wurde. Die gefundenen Werte sind in Tabelle I bis ILL vereinigt. 
Die Versuche 1 geben die Zusammensetzung des Hautfettes vor der 
Behandlung, die Versuche 2 bis 4 die Zusammensetzung 5, 10 und 
15 Wochen nach Beginn der Fettzufuhr, die Versuche 5 die Fett- 
zusammensetzung 14 'Tage nach Aussetzen der Fettzufuhr. 

Diese Versuche ergaben bei der ersten Gruppe (‘Tabelle I): Schwan- 
kung der Fettmenge innerhalb 25°... In der gleichen Hiéhe bewegten 
sich die Schwankungen im Gehalt an Cholesterin und der Hohe der 
Jodzahl des Hautoberflichenfettes. 

Bei den Kaninchen der 2. Gruppe (Tabelle I1) wurden Ergebnisse 
ahnlich denen der vorherigen Mitteilung gefunden, und zwar konnten 
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deutliche, wenn auch geringe Steigerungen der Fettmengen (bis etwa 
40°.) und eine Steigerung der Jodzahl bis auf das Doppelte beobachtet 
werden. 14 Tage nach Aussetzen der Fettzufuhr ging die Fettmenge 
etwas zuriick, wobei die Jodzahl weiter erhéht blieb. 


Tabelle TI. 





Verwendete Fettgehalt Cholesteringehalt 
Versuch Hauarmenge der Haare des Fettes 


£ "lo ar) 


Jodzahl 
des Fettes 


Kaninchen Nr. 1a. 





1 3,2 0,72 15,6 19.5 
2 3,0 0.76 14.0 16.8 
3 2.8 0,85 12.9 16.9 
Kaninechen Nr. 1 b. 
1 2.6 0,80 15.6 16.9 
2 3.5 0.96 12.2 20.0 
3 3,2 0.76 15.8 15.6 
Tabelle If. 
Verwendete Fettgehalt Cholesteringehalt 
Versuch Haarmenge der Haare des Fettes Jodzahl 
des Fettes 
g %o %% 
Kaninchen Nr. 2 a. 
1 2.5 0,78 12.6 19.5 
2 2.5 0,75 20,0 31.4 
3 3,0 1,11 15,7 28.6 
4 3,0 1,03 12.3 32,8 
5 3,4 0,94 13.9 36,8 
Kaninchen Nr. 2 b. 
1 21 0,85 9.8 16.8 
2 2,7 0,67 22.5 25.0 
3 3,4 0,52 15,5 27,1 
4 2.8 1,11 14,1 48,8 
5 3,0 0,95 15,0 52.0 


Bei den Kaninchen der 3. Gruppe (Tabelle I]) wurde besonders 
deutlich vom zweiten Monat angefangen eine starke Steigerung der 
Fettmenge (bis auf iiber 200°.) beobachtet. Der Cholesteringehalt des 
Fettes wurde schon nach 1 Monat stark verringert und blieb durch die 
ganze Versuchsdauer auf gleicher Héhe. Die Jodzahlen zeigten nach dem 
zweiten Monat eine starke Steigerung gleich denen der 2. Gruppe. 
14 Tage nach Aussetzen der Fettinjektion wurde eine stirkere Senkung 
der Fettmenge bei unverinderter Zusammensetzung gefunden, wobei 
die Fettmenge noch immer mehr als das Doppelte der normalen betrug. 

Die zwischen einzelnen Versuchsgruppen gefundenen Differenzen 
der Mengen der Fettausscheidung sind bei der graphischen Darstellung 
besonders auffallend. 











wa 
itet 
nge 


ders 
- der 
t des 
h die 
dem 
ippe. 
kung 
vobei 
trug. 
nzen 
llung 








Physiologie der Fettausscheidung an der Hautoberflache. 131 


Tabelle IIL. 





Verwendete Fettgehalt Cholesteringeha!t ; 
Versuch Haarmenge der Haare des Fettes > —— 
des Fettes 
£ : 0 ‘ 
Kaninchen Nr. 3a. 
l 2.2 0.72 12.8 20,6 
2 3,0 1,20 6.1 16,2 
$ 3.0 1,58 6.2 30.5 
4 3.1 2.67 6.1 51,2 
D 2.8 1.82 65 45.5 
Kaninchen Nr. 3b. 
1 1,8 0,80 12.3 16,9 
2 3.2 1,21 6.5 15.8 
3 » ey 1.16 7.6 24.5 
4+ 4.0 2.71 8.4 41,6 
5 2.5 1,95 &.0 39.0 


Diese Untersuchungen ergaben somit, daB nach langerdauernder 
Fettzufuhr die Fettausscheidung an der Hautoberfliche zunimmt, 
wobei die Fettzusammensetzung eine Anderung erfaihrt, beeinfluBt 
durch das zugefiihrte Fett (Zunahme der Jodzahl). Bei den operierten 
Tieren gehen die Veranderungen der Fettzusammensetzung gleich denen 
der nichtoperierten Tiere (Tabelle II), die ausgeschiedenen Fettmengen 
erfahren besonders bei lingerer Zufuhr sehr starke Steigerungen, so 
daB der hemmende EinfluB des Zwischenhirns deutlich vorhanden ist. 
Nach Aussetzen der Fettzufuhr geht die Ausscheidungsmenge bei 
unveranderter Zusammensetzung zuriick. Durch diese Befunde bei 
Tieren mit zerstértem Zwischenhirn ist der Beweis eines hemmenden 
Regulationsmechanismus im Zwischenhirn bei dauernd erhéhter Fett- 
zufuhr erbracht. 

Zusammenfassung. 

1. Es wurde bei langerdauernder Zufuhr eine Vermehrung der 
Fettausscheidung und starke Beeinflussung der Fettzusammensetzung 
gefunden. 

2. Zerstérung des Mittelzwischenhirns verursacht bei langerer 
Fettzufuhr eine sehr starke Steigerung der Fettausscheidung, wodurch 
ein hemmender Regulationsmechanismus des Zwischenhirns fiir die 
Fettausscheidung an der Hautoberfliche erwiesen ist. 


Literatur. 


Lustig u. Perutz, diese Zeitschr. 249, 370, 1932. — Rosenmund u. 
Kuhnheim, Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. GenuBm. 46, 154, 1932. 








Die Zusammensetzung 
der Lipoide normaler und pathologischer Organe. 


IV. Mitteilung: 


Die Zusammensetzung der Lipoide der Corpora lutea, Ovarien, Hoden und 
Nebenhoden des Rindes. 


Von 
B. Lustig und E. Mandler. 


(Aus dem pathologisch-chemischen Laboratorium der Rudolftstiftung, 


Wien I11.) 


(Eingegangen am 8, Mdrz 1933.) 


Untersuchungen tiber die Art und Zusammensetzung der Lipoide 
der einzelnen Sexualorgane sind bei den einzelnen Organen in ver- 
schiedenen Mengen vorhanden. Wahrend iiber die Lipoide des Corpus 
luteum und zum Teil iiber die des Ovariums zahlreiche, wenn auch 
meist nur histologische Untersuchungen zu finden sind, fehlen genauere 
Untersuchungen der Lipoide der Hoden. Quantitative Untersuchungen 
iiber die Lipoide des Nebenhodens wurden von uns in der Literatur 
nicht gefunden. 

Uber die Beeinflussung der Zusammensetzung der Organphosphatide 
durch die Ernaihrung liegen zahlreiche Untersuchungen! vor. Fiir die 
Ovariallipoide wies Preissecker® nach, da verschiedenartige Ernaihrung 
die Lipoidzusammensetzung nicht beeinfluBt und auch beim Hungern 
die Ovariallipoide nur spit abgebaut wurden, was er auf ihre schwere 
Resorbierbarkeit zuriickfiihrt. 

Bekannt sind die organspezifischen Wirkungen der Lipoide der 
Sexualorgane. Herrmann*, im Frdankelschen Institut, stellte aus Corpus 
luteum und Ovarien Lipoidextrakte mit verschiedener  biologischer 
Wirksamkeit dar. Ebenso gelang es G@. Fellner* aus den Lipoiden des 
Corpus luteum und des Gesamtovariums drei biologisch verschieden 


1 B. Rewald, diese Zeitschr. 198, 103, 1928; 208, 179, 1929; R.G. 
Sinclair, J. of biol. Chem. 97, 1932. 

2 Zeitschr. f. Gyn. 1928, 8S. 2770. 

3 Monatsschr. f. Gyn. u. Geburtskde. 41, 1915; 42, 1916. 

4 Arch. f. Gyn. 100, 1913: Zentralbl. f. Gyn. 44, 1920. 
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wirksame spezifische Extrakte zu gewinnen. Nach Grabe und Cowles! 
und S. Abe® wirken die alkalischen Atherextrakte der Corpora lutea 
auf den Brunstgang der Ratten hemmend oder verzogernd. 


Uber die Lipoide der Corpora lutea und Ovarien sind besonders zahl- 
reiche Untersuchungen vorhanden, von denen die Mehrzahl durch die 
Anwendung histologischer Methoden fiir die chemische Betrachtung aus- 
scheiden. Von den tibrigen Arbeiten beschranken sich die meisten aut die 
Bestimmung einiger weniger Bestandteile und sind zum Teil) einander 
widersprechend. Wirklich ausfiihrliche Untersuchungen sind im letzten 
Jahrzehnt von V/.C. Hart und Mitarbeitern durchgetiihrt worden. Auf die 
Ergebnisse threr Untersuchungen werden wir spiter noch niher eingehen. 
Nach Girardin’ sind zwischen dem Entwicklungsstadium des Corpus luteum 
und seinem Cholesterin- und Fettsauregehalt keine Unterschiede vorhanden. 
Der Lipoidgehalt des Gesamtovars ist nach dem gleichen Autor unabhangig 
davon, ob es zur Zeit der Untersuchungen eine Follikel oder eine follikulire 
Cyste enthalt. Nach Haunsten* befinden sich im Corpus luteum wahrend 
des Blutungsstadiums hauptsachlich Phosphatide und Cholesterin, die in 
den Menses durch Fettsauren und Neutralfett verdringt werden.  Rewald® 
fand von allen Sexualorganen den héchsten Lipoidgehalt im Corpus luteum. 
Nach Cartland und Hart® gleichen die Phosphatide der Corpora lutea denen 
der anderen Organe, sie enthalten unter anderem etwa 8°, Arachidonsiure 
und 4,8°, einer dreifach ungesiattigten C,)-Séure, die sie im Verlauf ihrer 
spateren Untersuchungen Ovarensaure benannten. Im acetonléslichen Fett 
fanden sie gréBere Mengen (48 ©.) freier Fettsiuren. dart und Heyl® fanden 
im Lecithin Palmitinsaure, Arachidonsaure und eine Cy-Saure; Linol- und 
Stearinsaure schienen zu fehlen.  Lecithine aus verschiedenen Ovarien 
zeigten eine gleichartige Zusammensetzung, wahrend die Kephaline cinen 
abwechselnden Stickstoffgehalt zeigten, was sie aut Verunreinigung durch 
stickstoffhaltige Abbauprodukte zurtickfiihren. Auftallend sind nach 
Tourtellote und Hart? die Differenzen im Gehalt an Kephalin, Lecithin, 
Cholesterin und Kerasin zwischen Corpus luteum und dem Restovar. Ebenso 
enthalt das Ovarienfett mehr Myristinsiiure und mehr Palmitinsdure als 
die Corpus luteum-Lipoide. Das Lecithin der Corpora lutea enthalt nach 
Hert und Heyl? 49.4° Gesamtfettsiuren, von denen 57%, gesattigt sind. 
Nach Fléssner® enthalten die Ovarien gréBere Mengen biogener Amine, 
und zwar hauptsichlich Cholin und Neosin. 

Uber die Lipoide des Hodens fehlen bis jetzt genauere Unter- 
suchungen. Nach Mita® nimmt kurz nach der Spermatogenese der Fett- 
gehalt des Hodens zu. Gerhartz und Heide® fanden bei Kalbshoden 
2,39°,, Gesamtlipoide, von denen die Halfte, dem Phosphorgehalt nach, 


' Ber. ti. d. ges. Phys. 64. 560, 1982. 

Ebenda 66, 304, 1982. 

Ebenda 59, 143, 1931. 

Arch. f. Gyn. 124, 739, 1925. 

Diese Zeitschr. 202, 99, 1928. 

Ber. ii. d. ges. Phys. 89, 574, 1927. 

Ebenda 42, 727, 1928. 

Arch. f. Gyn. 185, 474, 1929. 

Oppenheimers Handb. d. Biochem. 4, 657ff.  G. Fischer. Jena 1925, 
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Lecithin war. Nach Woods! sind in jungen Hoden gréBere Mengen 
Lecithin und Kephalin vorhanden, im Gegensatz zum Neutralfett. 
Uber die Zusammensetzung der Lipoide der Nebenhoden konnten wir 
in der Literatur keinerlei quantitative Angaben vorfinden. 


Methodik. 


Unsere Untersuchungen gingen dahin, die genaue Zusammensetzung 
der Gesamtlipoide der einzelnen Sexualorgane sowie ihre Differenzen 
untereinander zu bestimmen. Zur Untersuchung gelangten bei den Corpora 
lutea und Nebenhoden 50 bis 100 g, von Hoden und Ovarien 300 bis 800 g. 
Die zu untersuchenden Organe wurden mdéglichst rasch nach Tétung der 
Tiere verarbeitet. Das Material stammte von jungen erwachsenen Tieren. 
Die frischen Organe wurden sorgfiltig von anhaftendem Fett befreit. 
faschiert, gewogen, mit dem fiinf- bis sechsfachen Volumen Aceton versetzt, 
iiber Nacht stehengelassen und mit Aceton nachgewaschen. Die Aceton 
extrakte wurden im Vakuum zur Trockne eingedampft und die mit dem 
Organ vereinigten Riickstande im Soxhlet 10 Stunden mit Ather extrahiert. 
Dieser Atherextrakt entsprach dem direkt extrahierbaren Lipoid. Der Organ- 
riickstand der Atherextrakte wurde ahnlich, wie in den vorhergehenden 
Mitteilungen angegeben, mit Pepsinsalzsiure verdaut, im Vakuum zur 
Trockne eingedampft und im Soxhlet extrahiert. Der nach Pepsinverdauung 
gewonnene Atherextrakt wird in unseren Untersuchungen als gebundenes 
Lipoid bezeichnet. Beide Atherextrakte wurden noch einmal im Vakuum 
eingedampft und mit Ather wieder aufgenommen. Von den Lipoiden 
wurden Menge (gravimetrisch), Séurezahl, Stickstoff, Phosphor (nach 
Embden-M yrbdck- Roche) und freies Cholesterin (nach Szent-Gyérqy)  be- 
stimmt. Ein Teil wurde verseift und nach Bestimmung der Verseifungszah| 
das Gesamtunverseifbare, dessen Jodzahl, Gesamtcholesterin und die 
Menge der Gesamtfettsauren ermittelt. Auf Grund des Cholesteringehaltes 
und der Jodzahl des Gesamtunverseifbaren wurde die Jodzahl des chole- 
sterinfreien Gesamtunverseifbaren berechnet. Alle Jodzahlen wurden. 
abweichend von der in den vorhergehenden Mitteilungen angegebenen 
Weise, halbmikro nach Rosenmund-Kuhnheim' bestimmt, da diese Methode 
nach Schénheimer® bei gesattigten Sterinen richtige Werte ergibt. Die 
Fettsauren wurden in feste und fliissige getrennt und von beiden Fraktionen 
Menge, Jodzahl und bei der festen der Schmelzpunkt ermittelt. Ein 
Teil des Atherextraktes wurde mit der fiinffachen Acetonmenge gefallt, 
bei 0° stehengelassen, zentrifugiert, der Riickstand wieder in Ather geldst 
und mit Aceton umgefallt. In den mit Aceton fallbaren Phosphatiden 
wurden Phosphor, Stickstoff, Verseifungszahl, Gesamtfettsauren, Menge 
der festen und fliissigen Fettséiuren, sowie deren Saéure- und Jodzahl bzw. 
Schmelzpunkt bestimmt. AuBerdem wurde in Anlehnung an die Arbeit 
von Rudy und Page*® die Saéurezahl der Phosphatide in Benzol-Alkoho] 
festgestellt, da diese bei den Phosphatiden vollstaéndig dem Kephalin 
entspricht, dessen Séurezahl 105 ist. Beziiglich genauerer Angaben itiber die 
Methodik sei auf unsere erste Mitteilung* verwiesen. 


1 Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. GenuBmittel 46, 154, 1923. 
2 Zeitschr. f. phys. Chem. 192, 78, 1930. 

3 Ebenda 193, 251, 1930. 

4 Diese Zeitschr. 249, 346, 1932. 
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Auber diesen Bestimmungen wurden bei den Hoden und Ovarien die 
Zusammensetzung der freien Fettsaéuren und des Neutralfettes in der 
Weise untersucht, dal’ die nach Fallung der Phosphatide zuriickbleibende, 
acetonige Lésung im Vakuum zur Trockne eingedampft, der Riickstand 
wieder mit Ather aufgenommen und die freien Fettsauren durch Aus- 
schiitteln mit sodaalkalischer Lésung abgetrennt wurden. Von den freien 
Fettsaéuren wurden nach Darstellung durch Anséiuern der Sodalésung und 
Atherextraktion Menge, feste und fliissige Fettsiiuren, sowie deren Séure- 
und Jodzahl bzw. Schmelzpunkt bestimmt. Die nach Ausschittelung 
mit Soda zuriickbleibende atherische Lé6sung wurde nach der Menge- 
bestimmung verseift; nach der Verseiftung wurde das Unverseifbare von 
den Fettsauren getrennt. Da. wie vorhergehende Versuche ergaben, nur 
wenig Cholesterinester vorhanden waren, wurden alle Werte nach Abrech- 
nung des Unverseifbaren auf das Neutralfett — Fettsduren des Unverseifbaren 
berechnet. Die Fettsaéuren wurden in feste und fliissige getrennt und ihre 
Saure- und Jodzahl sowie der Schmelzpunkt bestimmt. Bei den Hoden- 
lipoiden wurde die nahere Zusammensetzung des sterinfreien Unverseit- 
baren und der fliissigen Fettsiuren des Neutralfettes und der Phosphatide 
untersucht. worauf wir noch spaiter zuriickkommen werden. 


Lipoide der Corpora lutea und Ovarien. 


Von den Corpora lutea wurden je 100 ¢ (Tabelle [) und 86 g (Tabelle IT), 
von den Ovarien je 400 g (Tabelle LIL) und 310 g (Tabelle LV) fiir die Lipoid- 
gewinnung verwendet. Die frischen Organe wurden sorgtaltig vom an- 
haftenden Fett befreit. Bei Ovarien wurden solche mit groBen Gelbkérpern 
von der Untersuchung ausgeschaltet. 


Diese Untersuchungen ergaben bei den Corpora lutea (Tabelle I 
und IJ) einen hohen Gehalt an direkt extrahierbaren Lipoiden, die zu 
einem Drittel aus Phosphatiden, zur Halfte aus Neutralfett und dem 
Rest aus Unverseifbarem bestehen. Die direkten Extrakte zeigen einen 
hohen Stickstoffgehalt, der nur zum kleinen Teil durch den in den 
Phosphatiden vorhandenen Stickstoff bedingt ist. Der Phosphorgehalt 
der Gesamtlipoide entspricht fast vollstindig der Phosphormenge 
der Phosphatide. Die Saurezahl der Gesamtlipoide entspricht der 
Saurezahl der Phosphatide, so daB nur geringe Mengen freier Fettsiuren 
vorhanden sein kénnen. Der Gehalt an Unverseifbarem ist verhaltnis- 
maBig gering (12 bis 13°.) und besteht zu 90°, aus Cholesterin. Das 
sterinfreie Unverseifbare zeigt niedrige Jodzahlen. Die Hauptmenge 
der Gesamtfettsiuren bilden fliissige Fettsiuren (59 bis 60°,). Die 
festen Fettsiuren enthalten nur geringe Mengen isomerer ungesittigter 
Sauren. Sie entsprechen auf Grund ihrer Molekulargewichte einem 
Gemisch von Palmitin- und Stearinsiure. Die fliissigen Fettsiuren 
bestehen auf Grund ihrer Jodzahlen hauptsachlich aus einfach un- 


gesittigten Fettsiuren von verhiltnismaBig hohem Molekulargewicht. 
Die Phosphatide zeigen gegeniiber Lecithin und Kephalin geringeren 
Phosphorgehalt, der vielleicht durch das Vorhandensein des von Her- 
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Tabelle I. 

Corpus luteum, Rind, 

(CGrosamtlipoidgehalt 4,453 °) ce 


100 g. 


‘ss Organs.) 





Zusammensetzung der 
Stickstoffgehalt . 
Phosphorgehalt . 
Saéurezabl 
Verseifungszah! . 
Ksterzahl , 
Gesamtunverseifbares . 
Freies Cholesterin. 
Gesamtcholesterin , : 
Jodzahl des Geeninienenenitianen : : : 
Jodzahl des cholesterinfreien Gesamtunve alll 
Menge der Gesamtfettsiauren . ‘ 
Menge der acetonfallbaren Phcuphatile . 


Zusammensetzung der 
Menge der festen Fettsauren . 
Siurezahl der festen Fettsiéiuren 
Jodzahl der festen Fettsiuren . 
Schmelzpunkt der festen Fettsiuren 
Mittl. Molekulargewicht der festen 
Menge der fliissigen Fettsauren 
Saurezahl der fliissigen Fettsiéiuren . 
Jodzahl der fliissigen Fettsauren . 
Mittl. Molekulargewicht d. fliissigen Fetteiure ‘n 


Fettsiiuren 


3. Zusammensetzung der 


Stickstoffgehalt . 

Phosphorgehalt 

Siurezah] 

Verseifungszahl . r 
Menge der Gesamtfettsauren . 
Menge der festen Fettsiiuren . 
Saurezahl der festen Fettsiuren 
Jodzahl der festen Fettsiuren . 
Schmelzpunkt der festen Fettsiuren 
Mitt]. Molekulargewicht d. festen 
Menge der fliissigen Fettsiuren 
Saurezahl der fliissigen Fettsiuren . 
Jodzahl der fliissigen Fettsiuren.. . . . 
Mitt]. Molekulargewicht d. fliissigen Fettsiuren 


Fettsauren 


A. Direkt extra- 
hierbares Lipoid 
Menge 4,43 9), 
des Organs 


Gesamtextrakte. 


1,46°,, 
1,08°,, 
13.6 
118,7 
105.1 
13,0 % 
10,80°,, 
10,87 ° 
56,1 
8.5 
59,849. 
2 74% 


Gesamtfettsiuren. 


41,35°, 
195.8 
15,1 
62,1° 
206.6 
58.65°,, 
168.6 
105.2 
332.9 


Phosphatide. 


108% 
2,01 % 
40.5 
146.9 
59,02 % 
53,59°,, 
204,6 
31,7 
47.0° 
274,3 
46,41°, 
158,0 
123.0 
355,1 


B. Gebundenes 
Lipoid 


Menge 0,023 ° 


des Organs 


0,54, 
0,310, 
53.0 
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Tabelle Il. 


Corpus luteum, Rind, 
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S6 g. 


(Gesamtlipoidgehalt 4.434°, des Organs.) 





A. Direkt extra- B. Gebundenes 

hierbares Lipoid Lipoid 
Menge 442°, Menge 0,014 ° 
des Organs des Organs 


1. Zusammensetzung der Gesamtextrakte. 


Stickstoffgehalt . 

Phosphorgehalt 

Siiurezah] 

Verseifungszah! . 

Esterzahl 

Gesamt unverseif bares 

Freies Cholesterin. 
Gesamtcholesterin 

Jodzahl des Gesamtunverseifbaren . 
Jodzahl des cholesterinfreien Unverseifbaren. 
Menge der Gesamtfettsiuren . 


Menge der acetonfallbaren P ened 


1.06% 1,30%, 
0.89° 0,37%, 
10.1 122,0 
115.1 
103.0 


99 
12,26°%, 
10,02°,, 
11,0° 


68,1 


0 


88.3 
61,17° 
oa * 
29.30, 


Zusammensetzung der Gesamtfettsiuren. 


Menge der festen Fettsiuren. 

Siurezah] der festen Fettsiuren 

Jodzahl der festen Fettsiiuren . 

Schmelzpunkt der festen Fettsiuren 

Mittleres Molekulargewicht der festen Fettsduren 
Menge der fliissigen Fettsiuren 

Siurezahl der fliissigen Fettsiuren . 

Jodzahl der fliissigen Fettsiiuren . 

Mitt]. Molekuwlargewicht d. fliissigen Fettsidiuren 


39,80°,, 


3. Zusammenset7zung der Phosphatide. 


Stickstoffgehalt . 

Phosphorgehalt 

Saurezahl 

Verseifungszahl . 

Menge der Gesamtfettsiuren . 
Menge der festen Fettsiuren. 
Menge der fliissigen Fettsiuren. 
Siurezahl! der fliissigen Fettsdiuren 


Jodzahl der fliissigen Fettséuren . 
Mitt]. Molekulargewicht d. fliissigen Fettséuren 


1,63 °, 

2,63°,, 
25.0 
159, 1 
65,54°, 
58,48, 
41,52°%, 
164.0 
128,2 


342,2 
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Tabelle II]. Ovarien, Rind, 400g. (Gesamtlipoide 1,999 ©, des Organs. ) 





A. Direkt extra- B. Gebundenes 


hierbares Lipoid Lipoid 
Menge 1,96 %,) Menge 0,039 © 
des Organs des Organs 


Zusammensetzung der Gesamtextrakte. 


ee a a ee 1,55% 2,91 % 

ge a a ae eae 1,78% 0,38°,, 

eee ee ee ee a 55.4 160.0 

IN a a 105,8 218,0 

Esterzahl ..... fe a ee ae 50,4 58,0 

Menge der freien Fettsauren . 10,8°, : 

Me nge des Neutralfetts +- Fettsauren ‘des U n- |2° 
verseifbaren . . era den, ey a 26,1% ir - 

Menge der acetonfallbaren Phosphatide. . . . 39,54% ls - 

Menge des Gesamtunverseifbaren . 19,3% )* 27,23% 

Menge des freien Cholesterins 12,7% 5,24% 

Menge des Gesamtcholesterins . . ...... 17.29% 5,499, 

Jodzahl des Gesamtunverseifbaren . . ‘ 60.5 

Jodzahl des cholesterinfreien Unverse ifbaren. F 16.2 

Menge der Gesamtfettsiuren. . . 2... . 54,8°,, 43,0) 

2. Zusammensetzung der Gesamtfettsiuren. 

Gesamtfettsiiuren, Siurezahl.. .. . 2... —- 168.4 

Gesamtfettsiuren, Jodzahl. . . . . oe ens 64.0 

Menge der festen Fettsiiuren. . . . .. 2... 49,45°,, 

Siurezahl der festen Fettsiuren ee 228,7 

Jodzahl der festen Fettsiuren. . . 2... .. 49.4 

Schmelzpunkt der festen Fettséuren . 42.6° 

Mittleres Molekulargewicht der festen Fettsiuren n 245,3 

Menge der fliissigen Fettsiuren ....... 50,55°, 

Siurezahl der fliissigen Fettsiuren. . . . . . 196.5 

Jodzahl der fliissigen Fettsaiuren . . 126.0 

Mittl. Molekulargewicht d. fliissigen Fettsiuren 313.4 


3. Zusammensetzung der freien Fettsiéuren. 


Menge der festen Fettsaiuren. 42,9% 


Siiurezah] der festen Fettsiiuren . . .. 2... 260,6 
Jodzahl der festen Fettsiiuren. . ...... 29.1 
Schmelzpunkt der festen Fettsiuren . . 49,0° 
Mittleres Molekulargewicht der festen Fettsiiuren on 225,4 
Menge der fliissigen Fettsiuren ....... 57,1% 
Saurezahl der fliissigen Fettsfuren. . . . . . 275,4 
Jodzahl der fliissigen Fettsiiuren . . ‘ 123,2 
Mitt]. Molekulargewicht der fliissigen Fettsiiuren 204,0 

4. Zusammensetzung des Neutralfettes und der Fettsiuren des Unverseifbaren. 
Verseifungszahl .. . . Sr ee Se 124,2 
Menge der Gesamtfettsiuren . ~ ea ee 90,5% 
Menge der festen Fettsiuren. . ....... 64,5°,, 
Saiurezahl der festen Fettsiuren ....... 233.6 
Jodzahl der festen Fettsiuren. . ...... 48.1 
Schmelzpunkt der festen Fettsiuren F 42,2° 
Mittleres Molekulargewicht der festen Fettsiuren 240,2 
Menge der fliissigen Fettsiuren ....... 35,5% 
Siurezahl der fliissigen Fettsiuren. . ... . 204.3 
Jodzahl der fliissigen Fettsiiuren.. . . | 110,8 


Mitt]. Molekulargewicht der fliissigen Fettsiuren 274.8 
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Tabelle II] (Fortsetzung). 


139 





A. Direkt extra- 
hierbares Lipoid 
Menge 1,96 ° 
des Organs 


B. Gebundenes 
Lipoid 
Menge 0,039 ¢ 
des Organs 


5. Zusammensetzung der acetonfallbaren Phosphatide. 


NS OS ee ee eee ee 1,52% 
en ee ee a 3,79% 
Srna ert aloe are yer 46.8 
Verseifungszah]l .. . . . See eee 112.9 
Menge der Gesamtfe ttsiiure ee, ee a) Ad, he tems 8 52,529, 
Menge der festen Fettsiiuren. . . . . . ... 37,8% 
Siiurezahl der festen Fettsiuren . . .. ... 195.0 
Jodzahl der festen Fettsiuren. . . ..... 37,4 
Schmelzpunkt der festen Fettséuren . . 49,7° 
Mittleres Molekulargewicht der festen Fe ttsiiure n 287,8 
Menge der fliissigen a 62,2°% 
Siiurezahl der fliissigen Fettsiuren. .. . .. 179.4 
Jodzahl der fliissigen Fettsiuren . 133.7 
Mitt]. Molekulargewicht der fliissigen | Fe ttsiure n 312.7 


Tabelle IV. Ovarien, Rind, 310g. (Gesamtlipoide 1.241% 


des Organs. ) 





A. Direkt extra- 
hierbares Lipoid 
Menge 1,2 °); 
des Organs 


1. Zusammensetzung der Gesamtextrakte. 


INES = 5 SS ow ew ee ee 0,98 °%5 
PRODI 506s ke Ke 1,11% 
Siurezah! . . a es ee a ee eee 51,6 
Verseifungszahl . ee eer ee ae ee oe ee 99,7 
Esterzahl .... nN ee 48.1 
Menge der freien Fettsiuren. 5h ‘ 17,01% P 
Menge des Neutralfetts + Fettsiuren des U n- o™ 
verseifbaren . . ee ee ee 
Menge der acetonfillbaren Phosphatide. . . . | 31,94°% | is 
Menge des Gesamtunverseifbaren. . . . . . . 20,9% vi 
Pee SE, ce he 4 eM we 17,63 °°, 
Gesamtcholesterin . . en ee a 18,94°, 
Jodzah! des Gesamtunve rseifbaren Et ie . 60.06 
Jodzahi des cholesterinfreien Unverseifbaren ' 5,70 
Menge der Gesamtfettsiuren. . .... 0... 56,5 97 


Zusammensetzung der Gesamtfettsauren. 
Gesamtfettsiiuren: Saurezah]. . . ....%.~:. 217.0 
Gesamtfettsiuren: Jodzahl. 
Menge der festen Fettséuren. 
Saurezahl der festen Fettsiuren 
Jodzah] der festen Fettsiuren . ; 
Schmelzpunkt der festen Fettsaiuren 
Mittleres Molekulargewicht der festen Fettsiiuren 
Menge der fliissigen Fettsiuren 
Saurezahl der fliissigen Fettsiuren 
Jodzahl der fliissigen Fettsiuren . 
Mitt]. Molekulargewicht der fliissigen Fettsiuren 





B. Gebundenes 
Lipoid 
Menge 0,041 9 9 
des Organs 


3°, 


53 

cae 
188.0 
199.0 
11.0 
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Tabelle TV (Fortsetzung). 





A. Direkt extra- B. Gebundenes 


hierbares Lipoid Lipoid 
Menge 1,2° 5 Menge 6,041 9), 
des Organs des Organs 


3. Zusammensetzung der freien Fettsiiuren 


Menge der festen Fettsiuren. . . . .. 0... 48.0% 
Siiurezahl] der festen Fettsiituren . . 2... . . 229.4 
Jodzahl der festen Fettsiuren. . 2... 2... 45.9 
Schmelzpunkt der festen Fettsiuren . 2... 460° 
Mittleres Molekulargewicht der festen Fettsauren 244.6 
Menge der fliissigen Fettsiuren . . 2... . . 52,0% 
Siurezahl der fliissigen Fettsiuren. . . 2... 224,4 
Jodzahl der fliissigen Fettsiuren. . . . 2... 115.6 
Mittl. Molekulargewicht der fliissigen Fettsiuren 250.1 


4. Zusammensetzung des Neutralfettes und der Fettsiuren des Unverseifbaren 


En ne ee ee a 119.5 
Menge der Gesamtfettsiiuren . 85,89 
Menge der festen Fettsiuren. . . . . .... 65,5% 
Siurezah] der festen Fettsiuren . . 2... . 247.9 
Jodzahl der festen Fettsiiuren . 27,7 
Schmelzpunkt der festen Fettsiuren . . . . . 39,69 
Mittleres Molekulargewicht der festen Fettsiuren 226,3 
Menge der fliissigen Fettsiuren . ..... . 35,5%, 
Siurezahl der fliissigen Fettsiuren. . . . . . 201.3 
Jodzahl der fliissigen Fettsiuren.. . 2... 106,9 
Mittl. Molekulargewicht der fliissigen Fettsiuren 278.8 


5. Zusammensetzung der acetonfiillbaren Phosphatide. 


‘ 


SS | a a 157% 
ce a a ee a ae a 3,51 % 
RO he Bh wis BS She ee kK ore 44,6 
OE cso oe oly Ss se Sm SS 105,4 
Menge der Gesamtfettséuren . 58,13 % 
Menge der festen Fettsiiuren. . . . . 1... 50,2% 
Saurezahl der festen Fettsiuren . . .... . 209,8 
Jodzahl der festen Fettsiuren. . ...... 51,1 
Schmelzpunkt der festen Fettsiuren . . . . . 48, 4° 
Mittleres Molekulargewicht der festen Fettsdiuren 267.5 
Menge der fliissigen Fettsiuren ....... 49,8°,, 
Siurezahl der fliissigen Fettsiuren. . ... . 174.5 
Jodzahl der fliissigen Fettsiuren...... . 144.8 


Mitt]. Molekulargewicht der fliissigen Fettsiuren 321.7 
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Zusammensetzung der Lipoide von Organen. IV. 14] 


mann’ im Corpus luteum gefundenen Pentamindiphosphatid bedingt 
ist. Etwa zwei Fiinftel der Phosphatide bestehen der Saéurezahl nach 
aus Kephalin. 

Die Zusammensetzung der Phosphatidfettsdiuren zeigt abweichend 
von den bisher untersuchten Organen gegeniiber der Zusammen- 
setzung der Gesamtfettsiuren eine Vermehrung der festen Fettsaiuren. 
Die fliissigen Fettsiuren der Phosphatide zeigen gegentiber den fliissigen 
Anteilen der Gesamtfettsiuren eine héhere Jodzahl und ein héheres 
Molekulargewicht. Das Cberwiegen der festen Fettsiuren in den 
Phosphatiden der Corpora lutea wurde auch von Hart und Heyl? 
gefunden. Freie Fettsiuren konnten wir, abweichend von den Befunden 
von Carthland und Hart', die gréBere Mengen freier Fettsaiuren im aceton- 
léslichen Fett fanden, in dem aus frischen Organen hergestellten Gesamt- 
lipoid nur in Spuren nachweisen. 

Die Menge der gebundenen Lipoide der Corpora lutea war auberst 
gering (etwa 0,4°,, der Gesamtlipoide). Die gebundenen Lipoide zeigen 
niedrigen Phosphorgehalt und stark erhéhte Saurezahlen gegeniiber 
den direkt extrahierbaren. 

Bei den Ovarien war die Menge der Lipoide gegeniiber der des 
Corpus luteum stark vermindert. Die direkt extrahierbaren Lipoide 
bestehen aus 32 bis 40°, Phosphatiden, 19 bis 20°, Unverseifbarem, 
26°,, Neutralfett und 11 bis 17°,, freien Fettsiuren. Die Summen 
der einzelnen Substanzen ergab nach der Trennung nur etwa 96°,, der 
urspriinglichen Menge, der Rest ging bei der Trennung verloren. Der 
Phosphorgehalt der direkt extrahierbaren Gesamtlipoide entspricht 
ganz, der Stickstoffgehalt nur teilweise der Phosphor- und Stick- 
stoffmenge der Phosphatide. Die hohen Saurezahlen sind hauptsichlich 
durch den groBen Gehalt an freien Fettsiuren verursacht. Gegeniiber 
den Corpora lutea ist die Menge des Unverseifbaren stark erhéht. 
Das Unverseifbare besteht zu 90°,, aus Cholesterin. Die Zusammen- 
setzung der freien Fettsiuren, der Fettsiuren des Neutralfettes und der 
Phosphatide ist verschieden. Die Neutralfettsiuren bestehen zu zwei 
Drittel aus festen, der Rest aus fliissigen Fettsiuren, wahrend bei den 
Phosphatiden hauptsichlich fliissige Fettsiuren vorhanden — sind. 
Auch die freien Fettsiuren zeigen gegeniiber denen des Neutralfettes 
eine Zunahme der fliissigen Fettsiuren. Die festen Fettsiuren der 
Phosphatide haben gegeniiber den gleichen Anteilen der anderen Frak- 
tionen erhéhtes Molekulargewicht und erhéhten Gehalt an Iso6lsiuren, 
wahrend die fliissigen Fettsiuren der Phosphatide gegenitiber den anderen 
Fraktionen erhéhte Jodzahl und erhéhtes Molekulargewicht zeigen. 


' Zentralbl. f. Gyn. 42, 1916. 
* Siehe Einleitung. 
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Die fliissigen Fettsiuren des Neutralfettes bestehen auf Grund ihres 
Molekulargewichtes hauptsiachlich aus C,,-Fettsiuren. Auf Grund 
ihres Stickstoff- und Phosphorgehalts bestehen die Phosphatide fast 
vollstandig aus Monoaminophosphatiden. 

Die Menge der gebundenen Lipoide ist auch bei den Ovarien gering, 
sie entspricht etwa 2°, der Gesamtlipoide. Die gebundenen Lipoide 
zeigen hohen Stickstoffgehalt bei niedrigem Phosphorgehalt, besonders 
hohe Saéurezahlen und groBe Mengen an cholesterinarmem Unverseif- 
barem. 

Zwischen den Lipoiden der Corpora lutea und denen der Ovarien 
bestehen Differenzen, von denen die auffallendsten folgende = sind: 
Starke Unterschiede im Lipoidgehalt, der beim Corpus luteum doppelt 
so gro ist wie bei den Ovarien. Besonders auffallend ist der 
hohe Gehalt an freien Fettsiuren der Ovariallipoide, bei fast vélligem 
Mangel derselben bei den Corpora lutea-Lipoiden. Die Fettsauren der 
Phosphatide der Corpora lutea zeigen gegeniiber den Gesamtfettsiiuren 
eine Vermehrung der festen Anteile, waihrend bei den Ovarien das 
Verhaltnis umgekehrt ist. Das von uns gefundene niedrigere Molekular- 
gewicht der festen Fettsauren der Ovariallipoide gegeniiber dem der 
Corpora lutea 1aBt sich mit den Befunden von Tourtelotte und Hart! 
erkliren, die bei den festen Fettsiuren der Ovarien Myristinsiure und 
einen héheren Palmitinséiuregehalt fanden als bei denen der Corpora 
lutea. Die Phosphatide der Ovarien bestehen hauptsachlich aus Mono- 
aminophosphatiden, wahrend die der Corpora lutea einen viel niedrigeren 
Phosphorgehalt zeigen. Die gebundenen Lipoide der Ovarien haben 
einen viel héheren Stickstoffgehalt und héhere Saurezahl als die der 
Corpora lutea. Die Corpora lutea enthalten aufs Organgewicht berechnet 
den héchsten Lipoidphosphorgehalt von allen untersuchten Sexual- 
organen. 

Lipoide der Hoden, 

Die zur Untersuchung gelangenden frischen Stierhoden wurden 
aus der Tunica vaginalis propria ausgeschilt und wie oben angegeben 
verarbeitet. Untersucht wurden 700 g (Tabelle V), 350 g (Tabelle V1) 
und 800 g (Tabelle VIL) Hodengewebe. Diese Untersuchungen ergaben 
bei den Hoden einen Gesamtlipoidgehalt von 2,0 bis 2,4°,. Die direkt 
extrahierbaren Lipoide bestehen zu etwa ein Drittel Neutralfett, 16 bis 
17°, aus Unverseifbarem, 41 bis 48°,, Phosphatiden und IL bis 3°, freien 
Fettsiuren. Auch hier wurden ahnlich wie bei den Ovarien nur bis 
95°, der einzelnen Fraktionen nach Trennung der Gesamtlipoide 
wiedergewonnen. Die direkt extrahierbaren Lipoide zeigen einen 
verhaltnismaBig hohen Stickstoffgehalt, der vielleicht mit dem Reichtum 


' Siehe Einleitung. 











— wet bos ts — a a 


we we. 


M. 


Me 
Me 
Sa 
Jo 
Sel 
Mi 
Me 
Sa 
Jo 
Mi 








nd 
ast 


ng, 
ide 
ers 


ien 
id: 
elt 
ler 
em 
ler 


ren 


ar- 
ler 
rt} 
nd 
ra 
n0- 
en 
en 
ler 
1et 
al- 


len 
en 
1) 


en 


bis 
ien 
bis 
ide 
en 
mm 














Zusammensetzung der Lipoide von Organen. 


Tabelle 


Stierhoden. 700 yg. 


(Gesamtlipoide 1,967 °, des Organs.) 


iZ 
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A. Direkt extra- 

hierbares Lipoid 

Menge 1,92 °/o 
des Organs 


1. Zusammensetzung der Gesamtextrakte. 


Stickstoffgehalt . 

Phosphorgehalt 

Siurezahl ‘ 

Verseifungszahl . 

histerzahl : 

Menge der freien Fe ttsiiure n. ; 

Menge des Neutralfetts Fettsiuren des U n- 
verseifbaren . eal ee ae et, 

Menge der ace stonfiillbaren Phosphatide . 

Menge des Gesamtunverseifbaren . 

Freies Cholesterin. 

Gesamtcholesterin , : 

Jodzahl des Gesamtunverseifbaren ‘ 

Jodzahl des sterinfreien Unverseifbaren . 

Menge der Gesamtfettsiuren . 


1,53° 

1.34% 
27,0 
92,3 
65.3 

1,50°, 


33,80°,, | 
43,24°, 
16,37° 
12,76% 
13,08 °,, 
70.6 
90,01 
52,0%, 


94,91 % 


Zusammensetzung der Gesamtfettsiiuren. 


Menge der festen Fettsiuren. 

Saurezahl der festen Fettsiiuren 

Jodzahl der festen Fettsiaiuren . 

Schmelzpunkt der festen Fettsiuren . 
Mittleres Molekulargewicht der festen Fettsiiuren 
Menge der fliissigen Fettsiuren 

Siurezahl der fliissigen Fettsaiuren . 

Jodzahl der fliissigen Fettsiuren . : 

Mittl. Mole kulargewic ht der fliissigen Fettsiiuren n 
Siurezahl der Gesamtfettsiiuren 

Jodzah! der Gesamtfettsiuren . 


3. Zusammensetzung der freien 


Saurezahl 
Jodzahl 
Mittleres Mole kulargewi ic sht 


59,42, 
225.4 
50,1 
45,1° 
249.0 
40.6°, 
200.1 
141.7 
280.5 


Fettsiuren. 


197,1 
58,3 
285.4 


B. Gebundenes 
Lipoid 
Menge 0,047 ‘ 


des Organs 


120° 
o 
0.18° 
198.0 
262.0 
64.0 


oO 


175.0 
67,4 


4. Zusammensetzung des Neutralfetts und der Fettsiuren des Unverseifbaren. 


Verseifungszahl . i hl 

Menge der Gesamtfettsiuren . 

Menge der festen Fettsiiuren. 

Siurezahl der festen Fettsiiuren 

Jodzahl der festen Fettsaiuren . 

Schmelzpunkt der festen Fettsiuren . . 
Mittleres Molekulargewicht der fest en Fettsiuren 
Menge der fliissigen Fettsiuren 

Saurezahl der fliissigen Fettsiuren . 

Jodzahl der fliissigen Fettsaiuren . 

Mittl. Molekulargewic ‘ht der fliissigen Fettsiiuren 


126,1 
80,5% 
67,56°,, 

PPA.6 
54.6 
466° 

248.7 
32,44°,, 

214.0 

125.9 

262.8 





; 
HE 
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Tabelle V (Fortsetzung). 








Zusammensetzung der acetonfallbaren Phos} hatide. 


SS a ae 
Phosphorgehalt 


A. Direkt extra- 

hierbares Lipoid 
Menge 1,92 ° » 
des Organs 


1.59% 


2,96 %, 


B. Gebundenes 
Lipoid 
Menge 0,047 


des Organs 


Saurezahl : 41.1 
Verseifungszahl . 121.3 : 
Menge der Ges: :mtfettsauren . 54,8°) 
Menge der festen Fettsiiuren. 55,22 % 
Siurezahl der festen Fettsauren 226.0 ] 
Jodzahl der festen Fettsiuren . 33,9 . 
Schmelzpunkt der festen Fettsiiuren ; £9,8° : 
Mittleres Molekulargewicht der festen F. ettsiur en 248.3 
Menge der fliissigen Fettsiiuren. 44,789) : 
Saiurezahl der fliissigen Fettsiuren . 191,5 , 
Jodzahl der fliissigen Fettsiiuren . . 177.1 ; 
Mitt]. Molekulargewicht der fliissigen Fettsii iuren 293.1 ) 
Tabelle VI. Stierhoden, 350g. (Gesamtlipoide 2,493°, des Organs. ’ 

I 





A. Direkt extra- 
hierbares Lipoid 
Menge 2.43 ‘ 


des Organs 


Zusammenserzung der “wm 


Stickstoffgehalt . Seer 
NE ee eee eee a ee 


EE aed EN IAS eg eae a 
Verseifungszah] 
Esterzahl 


Menge der freien Fettsiuren . — 
Menge des Neutralfetts + Fet tsiiuren des Un- 
seifbaren NARS orp ie 
Menge der ac etonfiillbaren ‘Phosphatide . 
Menve des Gesamtunverseifbaren. . . . 
Freies Cholesterin. 
Gesamtcholesterin — . . = 
Jodzahl des Gesamtunverseifbarer ee 
Jodzahl des cholesterinfreien Unverse sifbaren . 
Menge der Gesamtfettsauren . 


Zusammensetzung der Gesamtfettsauren. 


Gesamtfettsiuren: Saurezahl . 
Gesamtfettsiuren: Jodzahl. 

Menge der festen Fettsiuren. . . . . 
Siurezah! cer festen Fettsiuren 
Jodzahl der festen Fettsiuren . 
Schmelzpunkt der festen Fettsiuren - 
Mittleres Molekulargewiecht der festen } Vettsiure n 
Menge der fliissigen Fettsduren . . . . . . 
Saurezahl der fliissigen Fettsiiuren. . . . . 
Jodzehl der fliissigen Fettsaiuren . 

Mittl. Molekulargewichr der fliissigen Fettsiuren 


54,.84°,, 
224.9 
16.8 
44,1° 
249.6 
44,16° 
195.9 
138.1 


2865 


oO 


B. Gebundenes 
Li ipoid ] 
Menge 0,063 





des Organs N 
2,97 ' 
016°, } 

147.0 j 

POO R 

113.0 ; 

a 
Dd. a 
25.3 °, 
3. 40°. Ns 
3.43 °, | 
\ 
\ 
. \ 
182.0) 
73,2 s 
J 
s 
N 
\ 
Ss 
J 
M 














Zusammensetzung der Lipoide von Organen. IV. 


Tabelle VI (Fortsetzung). 


145 





A. Direkt extra- 
hierbares Lipoid 
Menge 2,43 © 
des Organs 


3. Zusammensetzung der freien aon 


Menge der festen Fettsiuren. . .... 2... 87,7 
Saurezahl der festen Fettsiuren . . ... . . 240,1 
Jodzahl der festen Fettsiuren. . ...... 40,0 
Schmelzpunkt der festen Fettsiuren . . . . . 48,99 
Mittleres Molekulargewicht der festen Fettsauren 233,7 
Menge der fliissigen Fettsturen . ...... 12,3% 
Saurezah] der fliissigen Fettsiuren. . . ... 189,0 
Jodzah! der fliissigen Fettsiuren. . .... . 109,4 
Mittl. Molekulargewicht der fliissigen Fettsiiuren 296,9 


B. Gebundenes 
Lipoid 
Menge 0,063 ‘ 
des Organs 


4. Zusammensetzung des Neutralfetts und der Fettsauren des Unverseifbaren. 


EE = 5 ee ee we wR 113,7 
Menge der Gesamtfettsfuren. . . ...... 80,2% 
Menge der festen Fettséuren. . . . .. 2... 58.6%, 
Saurezahl der festen Fettsiuren . .. . . . . 232.0 
Jodzah] der festen Fettsiuren. . ...... 30.1 
Schmelzpunkt der festen Fettsiuren ... . . 51,7° 
Mittleres Molekulargewicht der festen Fettsiiuren 241.8 
Menge der fliissigen Fettsiuren ....... 41,49, 
Saurezahl der fliissigen Fettsiuren. . . . .. 206.1 
Jodzahl der fliissigen Fettsiuren.. ..... 124.3 
Mitt!. Molekulargewicht der fliissigen Fettsiuren 272,3 


Zusammensetzung der acetonfillbaren Phosphatide. 


IIE 65. kw el Kee Se Se 2,03% 
A ee eae ee 3,15% 
a eee ae 61,5 
Se a er pe 110,7 
Menge der Gesamtfettsduren. . . 2... 2... 50,7° 
Menge der festen Fettsiuren. . . 2... 2... 45,2 
Siurezahl der festen Fettsiuren. ...... 193,6 
Jodzah] der festen Fettséuren. . . ..... 50,8 
Schmelzpunkt der festen Fettsiuren . .. . . 45,3° 
Mittleres Molekulargewicht der festen Fettsauren 289,2 
Menge der fliissigen Fettsiuren ....... 54,8° 
Saurezahl der fliissigen Fettsiuren. . . . . . 179,3 
Jodzah] der fliissigen Fettsiuren.. . . . . 153,0 
Mitt]. Molekulargewicht der fliissigen Fettsiuren 313,0 
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Tabelle VIL. Stierhoden. 800g. (Gesamtlipoide 2.2839 des Organs.) 





A. Direkt extra- kh. Gebundenes 


hierbares Lipoid Lipoid 
Menge 2,24 Jo Menge 0,043 "5 
des Organs des Organs 


1. Zusammensetzung der Gesamtextrakte. 


a ‘ 2,05% 1,99, 
Phosphorgehalt 1,46°,, 0,36°,, 
Saurezahl 35,5 125.3 
Verseifungszahl . 109.2 173,2 
Ksterzahl : 48,4 47.9 
Menge der freien Fettsiuren oe 2.78%) . - 
Menge des Neutralfetts - . Fettsiuren des Un- | = 
verseifbaren . . . 27,2% 7s 
Menge der acetonfallbaren ‘Phosphatide ; 47,89, [= - 
Menge des Gesamtunverseifbaren. 16,27%) ~~ 17,07%, 
Freies Cholesterin. 9,61, 3,27%, 
Gesamtcholesterin P 13,56°,, 6.15%, 
Jodzahl des Gesamtunversei ifbaren ‘ , 78,2 
Jodzahl des cholesterinfreien Unverse .ifbare on. 150.1 
Menge der Gesamtfettsiiuren. . 2. . 53,25°%, 34.1°, 
Zusammensetzung der Gesamtfettsiuren. 
Gesamtfettsiuren: Siurezahl . 233,9 
Gesamtfettsiiuren: Jodzahl. 146.5 


Menge der festen Fettsauren. 51,0°, 
Siurezahl der festen Fettsiuren 2?1,5 
Jodzahl der festen Fettsiuren . 49,07 
Schmelzpunkt der festen Fettsiuren : 48, 6° 
Mittleres Molekulargewicht der festen Fettsiiuren n 253.3 
Menge der fliissigen Fettsiuren 49,0%, 
Siurezahl der fliissigen Fettsiiuren . 192.4 
Jodzahl der fliissigen Fettsaiuren . 164,6 
Mittl. Molekulargewic ht der fliissigen Fettsduren 291.4 


3. Zusammensetzung der freien Fettsiuren. 

Menge der festen Fettsiuren. 40,37 % 
Saéurezahl der festen Fettsiuren 211,2 
Jodzahl der festen Fettsiuren . , 29,9 
Schmelzpunkt der festen Fettsauren 51,4° 
Mittleres Molekulargewicht der festen Fettsiuren n 265.7 

Menge der fliissigen Fettsiuren 59,63 °, 
Saurezahl der fliissigen Fettsiuren . 183.8 
Jodzahl der fliissigen Fettsiuren . 131,2 
Mittl. Molekulargewi icht der fliissigen Fettsiauren on 305,2 








4. Zusammensetzung des Neutralfetts und der Fettsiuren des Unverseifbaren. 


Verseifungszah! . ae 
Menge der Gesamtfettsiuren . 
Menge der festen Fettsiuren. 


122.8 
81.2% 
53,31 % 


Saurezahl der festen Fettsiuren . 226.4 
Jodzahl der festen Fettsiiuren . 37,4 
Schmelzpunkt der festen Fettsiuren 49,2° 
Mittleres Molekulargewicht der festen Fettsiuren 247.8 
Menge der fliissigen Fettsaiuren 46,699, 
Siurezahl der fliissigen Fettsiuren . 189.6 
Jodzahl der fliissigen Fettsauren . ; 160,1 
Mitt]. Molekulargewicht der fliissigen Fettsiuren 295,9 








ns.) 
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Tabelle VIL (Fortsetzung). 





|A Direkt extra- B. Gebundenes 


hierbares Lipoid Lipoid 
Menge ?,24°') Menge 0,043 °/, 
des Organs des Organs 


5. Zusammensetzung der acetonfiillbaren Phosphatide. 


SS ee ee eee 2,11% 
SO IE eee ee ee ee 3,02 %, 
ites sy PS a ae a ee 59,64 
Verseifungszahl . i ie ge I ob eget 116,6 
Menge der Gesamtfettsiuren . at ee ae 67,2% 
Menge der festen Fettsiiuren. . 2... 2... 48,38°,, 
Saéurezahl der festen Fettsiuren . . . . . 201,7 
Jodzahl der festen Fettsfiuren. . ...... 53,1 
Schmelzpunkt der festen Fettsiiuren . . 46,3° 
Mittleres Molekulargewicht der festen Fe ttsiiure n 278.3 
Menge der fliissigen Fettsiuren Mie oh ae 51,62, 
Siiurezahl der fliissigen Fettsiuren. . 2... 180.2 
Jodzahl der fliissigen Fettsiuren . . 166.8 
Mitt]. Molekularge wicht der fliissigen Fettsiiuren 311,3 


des Hodengewebes an stickstoffhaltigen Basen zusammenhangt. Der 
Phosphorgehalt entspricht fast vollsténdig der Phosphormenge der 
Phosphatide. Die Saurezahl ist hauptsachlich durch die Saurezahl 
der Phosphatide bedingt, da die Menge der freien Fettsiuren gering 
ist. Die Hauptmengen des Unverseifbaren bildet Cholesterin (S80 bis 
92°,). Die Zusammensetzung des cholesterinfreien Unverseifbaren 
wurde genauer untersucht, worauf wir noch spiter zuriickkommen. 
Die Gesamtfettsiuren bestehen zu 51 bis 59°, aus festen, der Rest 
aus fliissigen Fettsiéuren. Die Fettsiuren der einzelnen Fraktionen 
differieren auch hier untereinander, und zwar itiberwiegen bei den Phos- 
phatiden die fliissigen Fettsduren, waihrend bei den freien Fettsaiuren 
und beim Neutralfett die Hauptmenge aus festen Fettsdiuren besteht. 
Die festen Fettsiuren, besonders die der Phosphatide, enthalten gréBere 
Mengen Iso6lsiuren und entsprechen ihrem Molekulargewicht nach 
einem Gemenge von C,¢- und C,,-Fettsiuren. Auch hier haben die 
fliissigen Fettsiuren der Phosphatide héhere Jodzahlen und héheres 
Molekulargewicht als die der Fettsiuren des Neutralfettes. Die Phos- 
phatide zeigen einen hohen Stickstoffgehalt (1,6 bis 2,1°,) und einen 
verhaltnismaBig niedrigen Phosphorgehalt, etwa 3°,. Auffallend 
die bei zwei von drei Bestimmungen gefundene héhere Saurezahl der 
Phosphatide, die auf einen héheren Kephalingehalt hinweist. 

Die Menge der gebundenen Lipoide war auch hier, wie bei allen 
Sexualorganen sehr geringfiigig. Ihre Untersuchung ergab hohen Stick- 
stoffgehalt, sehr niedrigen Phosphorgehalt, hohe Saéure- und Verseifungs- 
zahlen und hohen Gehalt an Unverseifbarem. 

Um die Unterschiede zwischen den fliissigen Fettséiuren des Neutral- 
fettes und der Phosphatide naher zu erforschen, wurden die fliissigen Fett - 


10* 
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siuren der Phosphatide und des Neutralfettes des Hodens nach Grin! 
auf ihren Gehalt an ein-, zwei-, drei- und mehrtfach ungesattigten Sauren 
untersucht. Die Bestimmung geschah auf die Weise, daB die Fettsaéuren 
nach Bromierung mit der entsprechenden Brommenge auf Grund ihrer 
Léslichkeit in Petrolather und Benzol in drei Fraktionen getrennt und 
von diesen der Bromgehalt bestimmt wurde. Auf Grund ihrer Brommenge 
wurde der Gehalt der Fraktionen an einzelnen Fettsaéuren berechnet. Vor 
dem Bromieren konnten petrolitherunlésliche Fettsiuren (Oxyfettsauren ) 
nicht beobachtet werden. Untersucht wurden 1,18 g fliissige Fettsauren 
des Neutralfettes und 1.66 g fliissige Fettséuren der Phosphatide aus dem 
gleichen Gesamtlipoidextrakt. Diese Untersuchungen ergaben bei den 
fliissigen Fettsauren des Neutralfettes : 

1. Fraktion: petrolatherléslich 1.33  g Bromgehalt, 41.89% 0,775 g Fetts. 
benzolléslich 0,703 g = , 56.19% = 0,308 ¢g ,, 
henzolunléslich 0,016 g aa . 69.0 % = 0005¢ ,, 


Bromierte Fettséuren 2.049 g 1,088 g Fetts. 
Der Bromgehalt der dritten Fraktion wurde auf Grund ihrer Un- 
lislichkeit in Benzol gleich dem der Clupanodonsiure berechnet, da 
infolge ihrer geringen Menge eine Bestimmung nicht médglich war. 
Die Untersuchung der fliissigen Fettsaéuren der Phosphatide ergab: 
1. Fraktion: petrolatherléslich 1.55 g Bromgehalt, 39,9 % 0,932 g Fetts. 
2. oa benzolléslich 1,064 g Rs » 54,5 % 0,485 2 ,, 


3. & be nzolunléslic h 0, 32 g ds . 69,5 % 0.098 g 


" Bromierte Fettsaéuren 2,934 2 515g Fetts. 


Es werden nach dem Bromieren nur etwas iiber 90 °,, der Fettsduren 
wiedergewonnen. Auf Grund des Bromgehaltes ergab die Berechnung 
ihrer Zusammensetzung unter Annahme ihres Bestehens aus Ol-, Linol-, 
Linolen- und Clupanodonsaure folgende Verteilung der einzelnen Fett- 
siuren in Prozenten der fliissigen Fettsiuren der Phosphatide bzw. des 
Neutralfettes ausgedriickt (Tabelle VIII). 


Tabelle VIII. 





Fliissige Fettsduren 





der Phosphatide des Neutralfettes 
0! 0/4 


Fettsauren mit einer ungesattigten Bindung 
(Olsaure) . . . 

Fettsiuren mit zwei ungesittigten Bindungen 
(Linolsaure) . ; 

Fettsauren mit ‘drei ungesittigten Bindungen 
(Linolensaure) . ae 

Fettsiuren mit vier “und mehr ungesittigten 
Bindungen (sogen. Clupanodonsaure) . . . ; 0,34 


56,49 
36,45 


6,82 


1 Griin, Analyse der Fette und Wachse 1, 245. Verlag Julius Springer, 
Berlin 1925. 
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Diese Untersuchung bestiatigte die auf Grund der Differenzen 
der Saure- und Jodzahlen angenommenen Unterschiede der Zusammen- 
setzung der fliissigen Fettsdiuren des Neutralfettes und der Phosphatide 
der Hodenlipoide. Die Hauptunterschiede zwischen den beiden Frak- 
tionen sind ihre Differenzen im Gehalt an drei und vierfach ungesattigten 
Sauren. Die fliissigen Fettsiuren der Phosphatide zeigen gegeniiber 
denen des Neutralfettes einen sehr hohen Gehalt an sogenannter Clupano- 
donsaure (6,47 zu 0,34°,), waihrend beim Neutralfett ein 2'),mal so 
hoher Gehalt an dreifach ungesittigten Fettsiuren zu finden war. 
Die bei den Phosphatiden gegeniiber den gleichen Fraktionen des Neutral- 
fettes gefundenen héheren Jodzahlen und das héhere Molekulargewicht 
der fliissigen Fettsiuren sind also in erster Linie auf die Vermehrung 
des Clupanodonsaureanteils bei den Phosphatidfettsiuren  zuriick- 
zufiihren. 


Bei unseren weiteren Untersuchungen gingen wir daran, die Zu- 
sammensetzung des Unverseifbaren der Hodenlipoide niher zu_er- 
forschen, was uns schon aus dem Grunde von Interesse  schien, 
als fiir die meisten Untersucher der Begriff des Unverseifbaren mit 
dem der Sterine zusammenfiallt. Nahere Untersuchungen des 
sterinfreien Unverseifbaren sind hauptsachlich bei Fischtranen durch- 
gefiihrt worden. 


Fir unsere Untersuchung des sterinfreien Unverseifbaren wurde das 
Unverseifbare aller drei Bestimmungen (Tabelle V bis VIII), sowie das aus 
einem nicht quantitetiv gewonnenen Lipoidextrakt einer gréBeren Hoden- 
menge durch vorhergehende Verseifung dargestellt. Das Gesamtunverseif- 
bare wurde sorgfailtig durch mehrfaches Waschen der Atherlésung mit 
1 %iger Sodalésung von Fettsdurespuren befreit. Das Unverseifbare (Gesamt - 
menge 10,1 g) wurde 2 Stunden mit 20 cem Essigséureanhydrid am Riick- 
fluBkiihler gekocht, mit Wasser verdiinnt und die Ester in Ather auf- 
genommen. Der Ather wurde mit Wasser saurefrei gewaschen, zur Trockne 
eingedampft und der Riickstand in heiBem Alkohol aufgenommen. Durch 
mehrmalige Kristallisation wurde das hierbei ausfallende Cholesterinacetat 
entfernt. Die ausfallenden Cholesterinacetate wurden noch einmal aus 
geringen Mengen heiBen Alkohols umkristallisiert und die Mutterlauge 
mit der urspriinglichen vereinigt. Diese Operationen wurden solange 
fortgesetzt, bis aus den stark eingeengten alkoholischen Mutterlaugen bei 0° 
keinerlei Kristallisation zu erzielen war. In den alkoholischen Mutterlaugen 
war schlieBlich 1,7 g Substanz mit einem Cholesteringehalt von 33% 
gegeniiber 85% des Ausgangsmaterials vorhanden. 15g wurden mit 
Hilfe einer Pharmapumpe bei einem Druck von 5mm Hg fraktioniert 
destilliert. Die erste Fraktion ging zwischen 110 bis 200° iiber, die zweite 
fingen wir zwischen 200 bis 250° auf. Ein Hinausgehen iiber diese Tem- 
peratur kam infolge der Méglichkeit einer Zersetzung nicht in Betracht. 
Von beiden Fraktionen sowie vom Riickstand wurden Menge, Verseifungs- 
zahl und nach der Verseifung Jodzahl, Cholesteringehalt, Stickstoff und 
Phosphor auf die vorher angegebene Weise ermittelt. Die gefundenen 
Resultate sind in der Tabelle IX vereinigt. 
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Tabelle IX. 





1. Fraktion 110°—200° 2. Fraktion 200° 250° Riickstand 
Ws Ss ee 0,1555 ¢ 0,3384 ¢ 0,9944 ¢ 
Verseifungszahl ... . 108,0 * 122.6 112.7 
pS eee 50,9 ** 53,0 89,9 
Cholesteringehalt. . . . 14,07 ®, 20,9 °, 39.12% 
Stickstoffgehalt. . . . . negativ negativ 0,49 °, 
Phosphorgehalt. . . . . 4 = 0,033 ° 
* Verseifungszahl des Cholesterinacetats 130.0. ** Jodzahl des Cholesterins 65,7. 


Jodzahl, Stickstoff und Phosphorgehalt wurden auch auf das 
sterinfreie Unverseifbare berechnet. Die Werte waren: Jodzahl der 
ersten Fraktion 48,0, der zweiten Fraktion 49,6, des Riickstandes 
105.4. Stickstoff und Phosphorgehalt des sterinfreien Riickstandes 
ist: 0,81° N und 0,054°, P. 

Die Untersuchung des Unverseifbaren ergab, dab neben dem 
Cholesterin auch andere Alkohole von viel niedrigerer Jodzahl vorhanden 
sind, welche bei der Destillation bei 5mm Druck bis 250° iibergehen. 
Im Riickstand der Destillation befinden sich Alkohole und stickstoff- 
haltige Substanzen, die vielleicht miteinander identisch sind. Der 
Stickstoffgehalt des sterinfreien Unverseifbaren ist vielleicht auf das 
Vorhandensein geringer Sphingosinmengen zuriickzufiihren. | Nahere 
Identifizierungen der einzelnen Substanzen des Unverseifbaren konnten 
bei den uns zur Verfiigung stehenden geringen Mengen nicht durch- 
gefiihrt werden. Bei unseren weiteren Arbeiten werden wir an gréBeren 
Materialmengen diese Untersuchungen fortsetzen. 


Lipoide des Nebenhodens. 


Die zu untersuchenden Nebenhoden wurden sorgfaltig aus den Um- 
hiillungen ausprépariert und wie oben angegeben verarbeitet. Zur Unter- 
suchung gelangten 103 g (Tabelle X), 95 g (Tabelle XI) und 63 g (Tabelle X11) 
Nebenhoden. Die Menge der Gesamtlipoide schwankte zwischen 1,31 bis 
2,221°). Die Zusammensetzung der direkt extrahierbaren Lipoide variierte 
in weiten Grenzen besonders beziiglich ihres Phosphorgehaltes und der 
Menge der Phosphatide. Da uns die Ursache dieser Schwankungen im 
verschiedenen Spermiengehalt der fiir die einzelnen Bestimmungen ver- 
wendeten Organe zu liegen schien, wurde weiter eine Reihe von Nebenhoden 
auf Grund ihres mikroskopisch bestimmten Spermiengehaltes in spermien- 
arme und spermienreiche getrennt. Die beziiglich ihres Spermiengehaltes 
zwischen diesen Extremen liegenden Organe wurden von der Untersuchung 
ausgeschieden. Es wurden 42g spermienreiche und 15g spermienarme 
Nebenhoden auf ihren Gehalt an direkt extrahierbarem Lipoid sowie 
dessen Phosphatidgehalt untersucht. Diese Bestimmungen ergaben bei 
den spermienreichen einen Gehalt von 1,4°) extrahierbarem Lipoid, von 
denen 12,0% Phosphatide waren, bei den spermienarmen einen Gehalt 
von 1,6% direkt extrahierbarem Lipoid, von dem 30,6°% Phosphatide 
waren. Die Ursache der Differenzen im Phosphatidgehalt der Bestimmungen 
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Tabelle X. 


Nebenhoden, Rind, 103g. (Gesamtlipoide 1,41° des Organs.) 





A. Direkt extra- B. Gebundenes 


hierbares Lipoid Lipoid 
Menge 1,26 °/ Menge 0,15 © 
des Organs des Organs 


1. Zusammensetzung des Gesamtextraktes. 


ce an 1,06°,, 1,20% 
PRU GS a KH HR 2.20% 081°, 
eee ae ae ae 18.2 59.0 
EINE, 5 oes. is S. Wo we  S 108.2 186.0 
Lo Ere ea ae a 50.0 97.0 
Menge des Gesamtunverseifbaren. 2... 2... 17,66°% 22.0% 
Pet ES. 5 ee Gh eae 6 ww 13,85% 4.038 °,, 
Goegamtcholesterim: . . 0. we tt 15.08°,, 4.03 °,, 
Jodzahl des Gesamtunverseifbaren . 2... . 8,91 
Jodzahl des cholesterinfreien Unverseifbaren . . 17,70 
Menge der Gesamtfettsiuren. . 2... 0. 56,48, 20,6 % 
Menge der acetonfillbaren Phosphatide. . . . 54.63 °,, 

2. Zusammensetzung der Gesamtfettsiuren. 
Jodzahi der Gesamtfettsfuren. . 2... 2... 65,0 
Menge der festen Fettsiuren. . . 2... 0. :, 45.01%, 
Siurezah! der festen Fettsiiuren . . 2...” 251.3 
Jodzahl] der festen Fettsiituren. . . 2. 2... . 16.19 
Schmelzpunkt der festen Fettsiuren . . 2. . 44.9° 
Mittleres Molekulargewicht der festen Fettsiuren 223,3 
Menge der fliissigen Fettsiuren . 2. . 2... 53,99°% 
Siurezahl der fliissigen Fettsiuren. 2. . 2. . 171.2 
Jodzahl der fliissigen Fettsiiuren. . 2. 0... 151.8 
Mitt!. Molekulargewicht der fliissigen Fettséuren 327.1 


3. Zusammensetzung der acetonfallbaren Phosphatide. 


OROMBUORIOCOR 26. nn ew es 0,92% 
a ee 1.23% 
er TE) ey ne re ae eS 35.34 
EE ee oe es ee oe 128.0 
Menge der Gesamtfettsiuren. . 2... 0... 45,34°,, 
Sdurezah! der Gesamtfettsduren . . 2... 1. 182.5 
Jodzahl der Gesamtfettsiuren . 2... 0. 0... 101.6 


Mittl Molekulargewicht der Gesamtfettsiiuren 307,9 
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Tabelle X1. 


Nebenhoden, Rind, 95g. (Gesamtlipoide 2.21° des Organs.) 





A. Direkt extra- B. Gebundenes 


hierbares Lipoid Lipoid 
Menge 2.13 ® Menge 0,06 
des Organs des Organs 


1. Zusammensetzung der Gesamtextrakte. 


Stickstoffgehalt . 1.66°,, 1,32°, 
Phosphorgehalt . 0,53 °,, 0.16°,, 
Saurezahl 23.3 81.6 
a ee a a ae 84.5 156.0 
Esterzahl 61,2 i4.4 
Menge des Gesamtunverseifbaren . 18,16°, 18,3°,, 
Freies Cholesterin. 9,40, 0,30°,, 
Gesamtcholesterin 12,2%, 0.93 % 
Jodzahl des Gesamtunverseifbaren. . . . . . 75,1 

Jodzahl des cholesterinfreien Unverseifbaren. . 121,7 

Menge der Gesamtfettsiuren. . . 2... .. 56,8°,, 


Menge der freien Fettsiuren. 2,70°%, 


Menge der acetonfallbaren Phosphatide. . . . 15,81 °, 


2. Zusammensetzung der Gesamtfettsdiuren. 





i i 


bas 





Menge der festen Fettsiuren. . ... 2... , 43,21°., 
| Saurezah] der festen Fettsauren 238.6 
, Jodzahl der festen Fettsauren. . . . .... 44.3 
4 Schmelzpunkt der festen Fettsduren . .. . . 47.3° 
# Mittleres Molekulargewicht der festen Fettsduren 235,2 
Menge der fliissigen Fettsiuren . ...... 56.79°,, 
Saurezahl der fliissigen Fettsiuren. . . . . . 174.6 
Jodzahl der fliissigen Fettsiuren . 79,2 
315.6 


Mittl. Molekulargewicht der fliissigen Fettsauren 


3. Zusammensetzung der acetonfallbaren Phosphatide. 


Stickstoffgehalt . 
Phosphorgehalt . 
Saurezahl 


Verseifungszalhil . 


Menge der Gesamtfettsauren . 


Saurezahl der Gesamtfettsauren 
Jodzahl der Gesamtfettsauren . 
Mittl. Molekulargewicht der Gesamtfettsduren 


1.87%, 


3.07%, 
40,31 
130,7 
42,5, 
186,4 
110.3 
301.1 
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Tabelle XII. 
Nebenhoden, Rind, 63g. 





one (CGresamtlipoide 1.313°, des Organs.) 
4. Direkt extra- BK. Gebundenes 
+8 hierbares Lipoid Lipoid 
Menge 1,17 © 5 Menge 0,143 ° 5 
des Organs des Organs 


1. Zusammensetzung der Gesamtextrakte. 


a Stickstoffgehalt . 1,52% 0,70°,, 
Phosphorgehalt 1,08°,, 
Saurezahl 41.6 51,8 
Verseifungszah! . uP Bad Meo Fad is ah 160.1 194.0 
Esterzahl .... teh Se a? es 118.5 142.2 
Menge des Gesamtunverse seifbare an. 24,23 % 35,40, 
Freies Cholesterin. 15.28% 3,06°,, 
Gesamtcholesterin a Send 18,06°, 4,0°, 
oO Jodzahl des Ge ~samtunve rse eifbarer ee 3 ek 80,7 
4 Jodzahl des cholesterinfreien Unverse ifbare Nn. 120.9 - 
Menge der Gesamtfettsiuren. . . . . . 50,70, 60,09) 
Menge der acetonfillbaren Phosphatide 22,6% 
Zusammensetzung der Gesamtfettsiuren. 
Saurezah] der Gesamtfettsauren ; 232.8 212.0 
Jodzahl der Gesamtfettsiiuren . . 103.0 102.9 
Mittleres Molekulargewicht der Ge samtfettsiuren n 241.0 264.7 


3. Zusammensetzung der acetonfillbaren Phosphatide. 
3. Zusammenset zu ler tonfalll n Pl hatid 


eae - eee ee ee ee a ee 1,54°, 
a SS ee ee 2.79%, 
Verseifungszahl . es Ag: 138.7 
Menge der Gesamtfettsiuren.. 2... 0. 53,6% 
Saurezahl der Gesamtfettsaiuren oe 206.1 
Jodzahl der Gesamtfettsiuren . . 107,6 
Mittleres Molekulargewicht der Ge samtfettsduren n 272.3 


Tabelle IX bis XIL sind also wahrscheinlich bedingt durch Unterschiede 
im Spermiengehalt der untersuchten Organe. Bei allen Bestimmungen 
wurden hoher Stickstoffgehalt und niedriger Gehalt an freien Fettsauren 
gefunden. Die Menge des Unverseifbaren schwankte zwischen 17.5 bis 
24.29) und bestand zu 85%, aus Cholesterin. Die festen Fettsauren be- 
stehen auf Grund ihres Molekulargewichtes aus einem Gemenge von Palmitin- 
und Stearinsaure. Ihre Menge ist geringer als die der fliissigen Fettsauren. 
die ein hohes Molekulargewicht und hohe Joudzah! zeigten. GroBe Differenzen 
wurden nicht nur beziiglich der Menge. sondern auch beziiglich der Zu- 
sammensetzung der Phosphatide gefunden. Wahrend bei der einen Be- 
stimmung (Tabelle X) eine groBe Menge von Phosphatiden mit hohem 
Phosphor- und niedrigem Stickstoffgehalt gefunden wurde, waren bei den 
weiteren Bestimmungen nur 15 bis 20°, Phosphatide von niedrigem 
Phosphor- und hohem Stickstoffgehalt vorhanden. Auf die mutmaBliche 
Ursache dieser Erscheinung haben wir vorhin hingewiesen. Alle Phos- 
phatide zeigten niedrige Saéurezahlen, hohe Verseifungszahlen und niedrige 
Ausbeuten an Gesamtfettsauren mit hoher Jodzahl. 
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Die Menge der gebundenen Lipoide war héher als bei den Hoden. Sie 
zeigten niedrigen Stickstoff- und Phosphorgehalt, hohe Saéurezahlen und 
niedrigen Cholesteringehalt bei groBer Menge an Unverseifbarem. 

Die Differenzen zwischen den Lipoiden der Hoden und Nebenhoden 
sind am auffallendsten beziiglich der Menge und Zusammensetzung 
der Phosphatide, die bei den Hoden hauptsachlich aus Monoamino- 
phosphatiden bestehen, wahrend bei den Nebenhoden sowohl Menge 
als auch Zusammensetzung ein wechselndes Verhalten zeigen. Die 
Saurezahl der Phosphatide (Kephalin) ist bei den Hoden viel héher 
als bei den Nebenhoden. Die Menge der festen Fettsaéuren ist bei den 
Hodenlipoiden gegeniiber den Nebenhoden vermehrt. 

Zwischen den Lipoiden der Ovarien und Hoden bestehen weit- 
gehende Unterschiede. von denen die auffallendsten die starken Diffe- 
renzen im Gehalt an freien Fettsauren und in der Menge und Zusammen- 
setzung der Phosphatide sind. Ebenso zeigt das Unverseifbare der 
Ovarien héheren Steringehalt als der der Hoden. 


Zusammenfassung. 


Es wurde die chemische Zusammensetzung der Lipoide der Sexual- 
organe naher untersucht. Diese Untersuchungen ergaben bei allen 
Organen, daf die Zusammensetzung der Fettsauren der Phosphatide, 
des Neutralfettes und der freien Fettsiuren beim gleichen Organ unter- 
einander differiert. Die fliissigen Fettsduren der Phosphatide zeigen 
von allen drei Fraktionen das héchste Molekulargewicht und die héchste 
Jodzahl. Die bei den Organlipoiden bestimmte Saéurezahl ist bei nie- 
drigen Werten derselben hauptsachlich durch die Saurezahl der Phos- 
phatide (Kephalin) bedingt. , 

Die Menge der gebundenen Lipoide war bei allen untersuchten 
Organen sehr gering. Sie zeigten hohe Saurezahlen, hohen Gehalt an 
Stickstoff und Unverseifbarem, kleine Cholesterin- und Phosphor- 
mengen. 

Die Corpora lutea sind von allen Sexualorganen am lipoidreichsten. 
Die Lipoide der Corpora lutea bestehen zu einem Drittel aus Phosphatiden, 
einem Achtel aus Unverseifbarem und dem Rest aus Neutralfett. Die 
Fettsauren der Phosphatide zeigen gegeniiber den Gesamtfettsiuren 
der Corpora lutea im Gegensatz zu allen bisher untersuchten Organen 
eine Vermehrung der festen Fettsaéuren. Freie Fettsiuren waren nur 
in Spuren vorhanden. 

Die Menge der Lipoide der Gesamtovarien ist gegeniiber den 
Corpora lutea stark vermindert. Sie enthalten bis ein Dritte] Phosphatide, 
ein Viertel Neutralfett, ein Fiinftel Unverseifbares und 1] bis 17°, freie 
Fettsauren. Die Menge der freien Fettsauren ist gegeniiber den anderen 
Sexualorganen sehr hoch. Von den einzelnen Fraktionen zeigen die 
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Phosphatide den héchsten Gehalt an fliissigen Fettsauren von hohem 
Molekulargewicht und hoher Jodzahl. Die festen Fettsauren der 
Ovarien zeigen ein niedrigeres Molekulargewicht als die der Corpora 
lutea. Die Phosphatide der Ovarien sind hauptsachlich Monoamino- 
phosphatide. 

Die Lipoide der Hoden bestehen zur Halfte aus Phosphatiden, zu 
einem Drittel aus Neutralfett, 1 bis 3°,, freien Fettsaiuren und dem Rest 
aus Unverseifbarem. Auch hier ist die Zusammensetzung der Fett- 
siuren der Phosphatide von der des Neutralfettes und der freien Fett- 
sauren verschieden. Die Untersuchung der fliissigen Fettsaiuren der 
Phosphatide und des Neutralfettes der Hoden ergab bei den fliissigen 
Fettsiuren der Phosphatide gegeniiber denen des Neutralfettes eine 
Verminderung der dreifach ungesattigten und eine starke Vermehrung 
der vier- und mehrfach ungesattigten Fettséuren (6,82) zu 0,34°,). 
Die Phosphatide zeigten hohe Saurezahlen (Kephalin). Die nahere 
Untersuchung des Unverseifbaren ergab das Vorhandensein nicht 
digitoninfallbarer Alkohole, die zum Teil gegeniiber dem Cholesterin 
viel niedrigere Jodzahlen, zum Teil eine viel héhere Jodzahl und 
Stickstoffgehalt zeigten. 

Die Zusammensetzung der Lipoide der Nebenhoden war von 
ihrem Spermiengehalt abhangig. Spermienreiche Nebenhoden zeigten 
stark verringerten Phosphatidgehalt gegeniiber den spermienarmen. 
Auch die sonstige Zusammensetzung der Phosphatide war vom Spermen- 
gehalt des untersuchten Organs abhangig. 
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Notiz zur Mitteilung: 
Uber die Bestimmung von Diffusionskoeffizienten hoch- 
molekularer Kérper und iiber einige Beobachtungen bei der 
Diffusion von Katalase. 


Von 
Karl Zeile. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule 
Miinchen.) 


Eingegangen am 9. Mdrz 1935. 
gegan J 


Nach Erscheinen meiner im Titel genannten Ver6éffentlichung in dieser 
Zeitschrift (258, 347, 1933) hat mir Herr AurtG. Stern mitgeteilt. daB er 
sich ebenfalls schon mit dem Problem des Molekulargewichts der Katalase 
beschaftigt habe und mich auf seine diesbeziiglichen Mitteilungen! auf- 
merksam gemacht. Da mir diese Angaben in einer mir zum Teil nicht 
zuganglichen Literatur entgangen waren, méchte ich in dieser Notiz nach- 
traglich darauf hinweisen. 

In seiner zusammenfassenden Darstellung in der .,Medizinischen 
Kolloidlehre** gibt Herr Stern zahlenmaéBige Werte fiir das Molekular- 
gewicht der Katalasen verschiedener Herkunft, was in bemerkenswertem 
Gegensatz zu den von mir mitgeteilten Befunden steht, nach denen in 
Anbetracht der festgestellten Enzyminaktivierung wahrend der Diffusion 
durch die Membran und einer Dissoziation des Enzymmolekiils detinierte 
Werte fiir die Diffusionsgeschwindigkeit nicht zu erhalten sind, die aber 
jedenfalls eine Beriicksichtigung der eben genannten Umstande bei einer, 
wenn auch nur schatzungsweise angestellten, Berechnung des Molekular- 
gewichtes verlangen. Namentlich die Méglichkeit einer Dissoziation des 
kolloiden Enzymmolekiils war Veranlassung dazu, in meiner Ver6ffentlichung 
dem Begriff Molekulargewicht keine wesentliche Bedeutung zuzumessen, 
solange nicht diese Verhaltnisse eine weitere Klarung erfahren haben. 

Eine eingehendere Stellungnahme zu den Ergebnissen von Herrn Stern 
wird erst méglich sein, wenn ihre experimentellen Unterlagen veréffentlicht 
vorliegen. 


! Bericht iiber den 14. Internat. KongreB f. Physiol., Rom 1932; 
Arch. Scienze Biol. 1932; Kolloidchem. Unters. in d. Biol. (Ber. iib. Vortrage 
auf dem 14. Internat. KongreB f. Physiol., Rom 1932); Kolloidzeitschr. 
61, 371, 1932; Sitzung d. Deutsch. chem. Ges. am 14. November 1932; 
Fermentwirkungen, Medizinische Kolloidlehre, 3. Lieferung, S. 166, 1933. 
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Stoffwechselversuche an Gewebekulturen, insbesondere iiber 
die Rolle der Glykolyse im Stoffwechsel embryonaler Zellen. 


Von 
Fritz Lipmann. 


(Aus dem biologischen Institut der Carlsberg Stiftung, Kopenhagen.) 
(Eingegangen am 10, Mdrz 1933.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Vor einiger Zeit (1) wurde iiber eine Methode berichtet, bei der das 
Anwachsen der Umsatzgr6Be von Kulturen embryonaler Zellen als Mab 
des Zellzuwachses benutzt wurde. In diesen Versuchen hatte sich die 
prinzipielle Méglichkeit ergeben, mit im Wachstum befindlichen Zell- 
kulturen Stoffwechselversuche auszufiihren. Es lieB sich zeigen, dab 
ohne groBe Schwierigkeiten bei Benutzung der Warburgschen Versuchs- 
technik (2) der manometrischen Messung des Zellstoffwechsels sich 
Kultivierungsbedingungen finden lieBen, die innerhalb einer Versuchs- 
periode als geniigend konstant zu betrachten sind. Gleichzeitig mit oben- 
erwahnten Versuchen waren dann auch solche begonnen worden, in 


denen der Umfang der energieliefernden Reaktionen Atmung und 
Glykolyse im Wachstum befindlicher Zellen unter verschiedenen 


Bedingungen gemessen werden sollte. Uber diese Versuche soll hier 
herichtet werden. 


1. Bestimmung der StoffwechselgréBe von Gewebekulturen. 

Die Ziichtungsmethode war die gleiche wie in der vorigen Arbeit. 
Die Messungen wurden nach der verbesserten Methode zur mano- 
metrischen Messung des Zellstoffwechsels (2) vorgenommen. Bei dieser 
Methode findet ja die gleichzeitige Messung von CO,-Bildung und O,- 
Verbrauch durch Messung des gleichen Stoffumsatzes im gleichen GefaB 
bei Anderung des Fliissigkeitsvolumens statt. Um eine Anderung des 
Flissigkeitsvolumens tiber dem die Kultur enthaltenden Plasma- 
gerinnsel zu vermeiden, was aus verschiedenen Griinden, insbesondere 
wegen der sonst unvermeidlichen Variation der absoluten Menge der 
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wachstumsfordernden Substanzen (Embryvonalextrakt) erwiinscht schien, 
wurde die Kultur in einem Mittelraum angebracht, wahrend das zu 
variierende Fliissigkeitsvolumen sich auBen befand. Ich benutzte 
hierzu GefaBe der Form, wie sie in Abb. 1 dargestellt sind. 


zum 

Manomefer 
‘ Abb. 1. 
Manometergefals zur Stoft- 
wechselmessung. 

a=Innenraum zur Aufnahme 
der Kulturen. b= Autenraum. 
¢ =Ventilstopfen nach Warburg. 


Das GefaBvolumen betrug etwa 10 cem, im Mittelraum befanden sich 
die Kulturen in 0,2 cem Plasma iiberschichtet mit 0.3 bis 0,4 cem Tyrode- 
lésung mit 0,025 mol. NaHCO, und 0,3° Glucose, die Konzentration an 
Embryonalextrakt betrug 10 bis 15°). Im AuBenraum befanden sich 
3 cem Tyrodelésung, von denen im zweiten Teil des Versuchs 2,5 bis 2,8 cem 
unter méglichst sterilen Bedingungen herauspipettiert wurden. Nach dem 
Herauspipettieren wurde der Versuch nach spatestens 4 Stunden abgebrochen. 
Genauere Einzelheiten sind aus dem Protokoll am Ende der Arbeit zu 
Da sich zeigte, daB noch langere Zeit nach dem Einsetzen bisher 


ersehen. 
16 bis 


unerklarte UnregelmaBigkeiten auftraten, wurden alle Versuche 
20 Stunden nach Einsetzen der GefaBe in den Thermostaten begonnen. 
Die Versuche wurden mit sechs bis zehn reinen Kulturen der fiinften bis 
zehnten Passage entsprechend einem Gewicht von 0,16 bis 0,25 mg aus- 
gefiihrt. Nach Beendigung der Versuche wurden die Kulturen durch Aut- 
lésen des Fibrins mit schwacher Lauge, durch die die Kulturen nicht an- 
gegriffen werden, zur Gewichtsbestimmung herausgelést. Es wurde so viel 
Lauge zugesetzt, daB die Gesamtkonzentration '/,;n war. In dieser Kon- 
zentration lést sich das Gerinnsel innerhalb 1 bis 2 Stunden bei Zimmer- 
temperatur auf. Die Kulturen wurden dann kurz mit destilliertem Wasser 
abgewaschen und auf der Mikrowaage gewogen. 


Tabelle I. 


Stoffwechsel von Gewebekulturen. 





0, No 
Gewebe Vo, Vy Ow 


— 30 29 83 
32 52 
— 98 11 59 
— 20 2 46 
— 28 7 45 
11 53 


Osteoblasten 


Herz-F ibroblasten . 


Aus der Tabelle geht hervor, daB der Stoffwechsel von Fibroblasten 
verschiedener Herkunft verschieden ist. Auf die groBe aerobe Glykolyse 
aus Supraorbitalknorpel geziichteter Fibroblasten wurde schon in der 
friiheren Mitteilung hingewiesen. Die GréBe des Stoffwechsels ist be- 
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deutend, sie entspricht etwa der GréBe, die Kumanomido (3) bei Hiihner- 


embryonen der ersten zwei Tage gemessen hat. 

Nach Ausfiihrung dieser Versuche erschien eine Mitteilung von 
Laser (4), in der eine Methode beschrieben wird, mit der es gelingt, 
auch tiber langere Perioden den Gesamtstoffwechsel wachsender Gewebe- 
kulturen zu messen. Durch Benutzung einer eingeschliffenen Pipette 
wird es erméglicht, die Variation des Fliissigkeitsvolumens ohne Offnung 
des GefiBes und so ohne Gefahrdung der Sterilitat) vorzunehmen. 
In dem mitgeteilten Versuch wurden Stoffwechselwerte fiir Osteo- 
blasten gemessen, die mit den hier mitgeteilten iibereinstimmen. Auf 
die Anderung der StoffwechselgréBe innerhalb einer kurzen Wachstums- 
periode, die hier angenommen wird, einzugehen, erscheint verfriiht. 
Es sei jedoch erwahnt, daB die hier und friiher zur Messung der Zell- 
vermehrung benutzte aerobe Glykolyse in dem von Laser mitgeteilten 
Versuch innerhalb einer dreitagigen MeBperiode ausgezeichnet konstant 
gefunden wurde. 

In einer Reihe von Arbeiten haben sich Arontowski (5) und seine 
Mitarbeiter mit der Bestimmung des Kohlenhydratverbrauchs von 
Gewebekulturen beschaftigt. Diese Versuche wurden gréBtenteils mit 
Deckglaskulturen angestellt. Bedenken, die sich gegen Stoffwechsel- 
versuche unter diesen Bedingungen AéuBern lassen, wurden bereits in 
der vorhergehenden Arbeit (1) diskutiert. Milchsaéurebildung und 
Glucoseverbrauch gleichzeitig wurden leider nur selten untersucht, 
obgleich hier seine eigenen Versuche (6) zeigen, wie irrefiihrend die von 
Krontowski haiufig vorgenommene Gleichsetzung von Glykolyse und 
Zuckerverbrauch ist. Es zeigte sich, daB der Zuckerverbrauch in diesen 
Versuchen sich zu zwei Dritteln auf Atmung zu einem Drittel auf Glyko- 
lyse verteilt. Die GréBe des Zuckerverbrauchs, die sich leider infolge 
der Angabe in Prozenten und nicht in absoluten auf Gewebeeinheit be- 
zogenen Zahlen nur annahernd schitzen laBt, macht es wahrscheinlich, 
daB die Atmung der Gewebekulturen reine Kohlenhydratatmung ist. 
In diesen Versuchen wie insbesondere von Demuth und Meier (7) wurde 
bereits die Eigenschaft von Gewebekulturen, unter aeroben Bedingungen 
Milchséure zu bilden, beschrieben. 


2. Versuche unter anaeroben Bedingungen und bei vermindertem 
Sauerstoffdruck. 


In den nun folgenden Abschnitten war es die Absicht, an einem 
einfachen im Wachstum befindlichen System normaler embryonaler 
Zellen, wenn méglich, einigen AufschluB iiber die Rolle der in den grund- 
legenden Arbeiten (8) aus O. Warburgs Laboratorium beschriebenen 
groBen Glykolyse wachsender Gewebe im Stoffwechsel dieser Gewebe 


zu erhalten. 
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Versuche tiber Wachstum in Stickstoff wurden bereits von Burrows (9) 
angestellt. Wahrscheinlich jedoch enthielt der dort verwendete Stickstoff 
geringe, doch nicht zu vernachlassigende Mengen Sauerstoff. Er fand 
hier Wachstum, das mit zunehmendem Alter des verwendeten em- 
bryonalen Gewebes abnimmt. Wind (10) bestatigte diese Versuche 
und ergéinzte sie durch solche, in denen die Kulturen in GefaéBen ein- 
geschmolzen waren, die iiber gliihendes Cu geleiteten Stickstoff ent- 
hielten und in denen sich zur Absorption letzter O,-Spuren ein Stiick 
gelben Phosphors befand. 


Unter solchen Bedingungen erhielt er an reinen Fibroblasten- 
kulturen keine oder nur sehr sparliche Zellaktivitét. (Unter Zell- 
aktivitét ist hier und spater die Bildung einer diffusen Proliferations- 
zone an der Peripherie einer Gewebekultur gemeint. Die Bildung einer 
solchen Zone ist nicht gleichbedeutend 
mit Zellvermehrung, jedoch meist da- 
mit vergesellschaftet.) Nach den Wind- 
schen Angaben ist darauf zu schlieBen, 
daB diese Kulturen wie iiblich wahrend 
Abb. 2. des Versuchs im Brutschrank standen. Be 


Durehleitungsgefih zur Ziichtung rucksichtigt man nun die unter anaeroben 
unter anaeroben Bedingungen. 


a = Anhang zur Aufnahme des Phos- 2 eae. i ; 
phors. An den durch Querstriche be- so erschien es méglich, daB hier Uber- 


~~ ae ai siuerung ein mégliches Wachstum  ver- 

hindern konnte. Ich habe daher die 

Windschen Versuche wiederholt, jedoch darauf geachtet, eine Uber- 

siuerung des Gewebes zu vermeiden. Die verwendeten GefiBe waren 

den von Wind verwendeten gleich, enthielten nur einen Anhang zur 
Aufnahme des Phosphors (Abb. 2). 





Verhaltnissen auBerst groBe Saurebildung, 


In solchen GefaéBen wurden die Kulturen in Plasma von nicht zu groBer 
Schichtdicke implantiert und mit 0,025 mol. Bicarbonat und 0,25 %% Glucose 
enthaltender Tyrodelésung tiberschichtet.Darauf 























mm? wurde das GefaB mit iiber gliihendes Cu geleitetem 
5 T Stickstoff, der 5%) CO, enthielt, durchstrémt. 
4 a 7W--10.31 Nach Vertreiben des Sauerstoffs wurde in den 
ay el : angefeuchteten Anhang des CefaBes ein kleines 
” Stiick gelben Phosphors eingebracht und = zu- 
3 geschmolzen. Da®B GefaB wurde dann wahrend 
2 16.1V.-19.1V.37 des Versuchs im Wasserthermostaten von 39° 
I. geschiittelt. Unter diesen Bedingungen war nach) 
3-—+ | 2 bis 3 Tagen eine dichte Proliferationszone um 
2} er-sen die Kultur entstanden, in der sehr vereinzelte 
z ME Fee Mitosen zu sehen waren. Wie die in Abb. 3 mit- 
2 2 Slag geteilten Arealwerte erkennen lassen, fand bis zu 
Abb. 3. Beendigung des Versuchs eine Arealvergr6Beruny 


statt. Manometrisch konnte unter diesen Bedin- 
gungen ein sicheres Anwachsen der Umsatzgr6bc 


Arealvergréferung unter an- 
aeroben Bedingungen geziich- ' 
teter Fibroblastenkulturen. nicht gemessen werden. 
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Unter praktisch anaeroben Bedingungen ist also die Fahigkeit 
der Fibroblasten, zu wandern und sich zu teilen, erhalten, jedoch 
stark herabgesetzt. Es sei bemerkt, daB auch unter anaeroben Be- 
dingungen eine Wirkung von Embryonalextrakt auf die Zellaktivitit 
bemerkbar war. 

Von einer Reihe von Untersuchern und insbesondere in ausfilir- 
licheren Versuchen von Wind (10) in Warburgs Laboratorium wurde 
gezeigt, daB auch bei niederen Sauerstoffdrucken Fibroblastenkulturen 
gut zu wachsen imstande sind. Es erschien mir erwiinscht, einerseits 
iiber die GréBe des Wachstums, andererseits tiber die Energieproduktion 
der Zelle unter solchen Bedingungen quantitative Angaben zu erhalten. 
Es wurde daher in 1,5°, O, der Stoffwechsel von Gewebekulturen 
gemessen und unter den gleichen Bedingungen die Wachstumsgrébe 
bestimmt. Diese Bestimmungen lieBen sich gut mit der manometrischen 
Methode ausfithren, da in 1,5°,, Og, wie vorauszusehen, die Zellen, die 
von Plasma tiberdeckt sind, stark glykolysieren. Ich fand fiir 1,5°,, O4, 
2.5°, CO,, Stickstoff fiir Herzfibroblasten: 





Vo, Gu 


— $8.6 27 
Die Atmung ist also etwa auf ein Drittel gesunken, die Glykolyse 
entsprechend angestiegen. Die Herabsetzung der Atmung ist so zu ver- 
stehen, daB durch die deckende Plasma- 


schicht nur so viel Sauerstoff zu den af ST sta 
Zellen gelangt, daB ein Drittel des ae mr 
vorhandenen Atmungsfermentes in Ak- S| 

tion tritt, und es handelt sich hier nicht & 7| 

etwa um ein direktes Gleichgewicht £ of ~ | 

zwischen Fermentsystem und einer Atmo- Ss} | 74 9733 
sphire von 1,5°, O,-Gehalt. Umsatzan- ‘pg or } 25 % Zuwachs 
stiegkurven sind fiir die gleichen Bedin-  ® | 

gungen in Abb. 4 abgebildet und zeigen, | 

daB nach 40 Stunden ein Wachstum von “5 102030 40 Stunden 

20 bzw. 45°, gemessen wurde, also ein Abb. 4. 


gutes, etwa der Halfte des Normalen — Anstieg der stiindlichen Koblen- 
ntsprechendes Wachst siurebildung in 1,5°)9 Og geziich- 
entsprechendes Wachstum. ‘eter teretenbhesion. 


%. Diskussion. 
In Tabelle II ist eine Zusammenstellung der Versuchsresultate 
wiedergegeben. In der vierten, fiinften und sechsten Spalte sind die 


cal-Werte aus den QY-Werten berechnet. Die Go, und Gy entsprechenden 
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Tabelle LI. 


Energieproduktion und Wachstumsgr6ée von Herztibroblasten 
bei verschiedenem O,- Druck. 





09 der Zuwachs 
Oe oo C Gesamt-cal Maximal- nach 
oe v ), Ou cal, y cal y « )o + M) energie 40 Std. 
y (95° 9 Og) 0/, 
95 — 27 8 0,137 0,006 0,143 50—70 
15 = — 8 27 0,044 0,022 0,066 46 20—45 
0 — 50 — 0.044 0,044 28 >0 


calo, Yo, - 5,1. 10°° 


cal y Vy -9,8.10-% 


Faktoren, die am FuBe der Tabelle angegeben sind, sind nach einer 
Zusammenstellung von Franke (11) berechnet, in der die Anderungen der 
freien Energie bei biologisch wichtigen Reaktionen angegeben werden. 
Die Anderung der freien Energie betrigt hiernach bei Verbrennung 
von Glucose pro Mol 686 Cal, bei der Umwandlung in 2 Mol Milchséure 
36 Cal. Wie zuerst von Burk (12) berechnet wurde, ist die Anderung 
der freien Energie bei der Glykolyse um 50°, gr6éBer als die Differenz 
der Verbrennungswarmen, die bisher in Energiebilanzen als Grundlage 
diente. Vergleichen wir die cal-Werte mit den in der letzten Spalte 
angegebenen Wachstumswerten, so ergibt sich, daB Absinken der 
verfiigbaren Energie auf 46°, der maximalen Energie einen Wachstums- 
abfall von etwa 50°, zur Folge hat, daB jedoch nun ein weiteres Ab- 
sinken auf 28°, des Maximalwertes (Energiewert der Glykolyse unter 
anaeroben Bedingungen) das Wachstum fast zum Verschwinden bringt. 
Es ist hieraus zu schlieBen, daB die Energie, die von Glykose allein 
geliefert werden kann, etwa das Energieminimum darstellt, bei dem 
Wachstum iiberhaupt méglich ist. Insbesondere aus dem Verhalten 
bei reduzierter Atmung aber zeigt sich, daB die Glykolyse ftir die 
fehlende Atmung im Pasteurschen Sinne einzutreten vermag. Diese 
Befunde scheinen es unwahrscheinlich zu machen, daB die Glykolyse 
spezifische Wachstumsenergie liefert, da es dann nicht zu verstehen 
ist, warum hier in der Anaerobiose das Wachstum fast aufhért. 

Ist nun die Spezifitit der Glykolyse fiir das Wachstum unwahr- 
scheinlich, so ist zu fragen, aus welchen Griinden die embryonale 
Zelle im Gegensatz zur erwachsenen iiber einen so gut ausgebildeten 
Apparat zur Energieproduktion unter anaeroben Bedingungen verfiigt. 
Diese Frage scheint mir in dem Sinne beantwortbar, daB die Wahr- 
scheinlichkeit einer ungeniigenden Sauerstoffversorgung mit zu- 
nehmender Organisation kleiner wird, da mit zunehmender Organi- 
sierung die Ausbildung und Verbesserung der Blutzirkulation dic 
Heranschaffung des Sauerstoffs an die Zelle in immer zunehmendem 
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Mabe gewahrleistet. So scheint der Befund von Tomita (13), daB die 
Konzentration der Milchsiure im sich entwickelnden Hiihnerei durch 
ein spitzes Maximum am fiinften Bebriitungstage geht, so deutbar, 
daB auf eine halbanaerobe Phase bis zu diesem Zeitpunkt nach Durech- 
bildung der Zirkulation eine aerobe Phase in der Embryonalentwicklung 
folgt, in der teils durch Atmung, teils durch Resynthese die angehaufte 
Milchsdiure wieder verschwindet. Ein anderer Befund sei erwiahnt, 
der bei der Messung des Sauerstoffverbrauchs von Fischembryonen 
(Fundulus) erhoben wurde. Scott und Kellicott (14) und Hyman (15) 
fanden itbereinstimmend einen abrupten Anstieg des Sauerstoff- 
verbrauchs bei Einsetzen der Zirkulation. DaB die embryonale Zelle 
den Stoffwechsel einer fakultativ anaeroben Zelle hat, ist dann also 
dadurch bedingt, daB der Embryo in friihen Entwicklungsstadien auf 
anaerobe Energielieferung teilweise angewiesen ist. Der Zustand 
maximaler Sauerstoffversorgung scheint nicht der Normalzustand 
friihembryonaler Zellen zu sein. 


Zusammenfassung. 

1. Atmung und Glykolyse von in vitro wachsenden Zellen wurden 
mit der Warburgschen Methode gemessen. 

2. Es wird gezeigt, daB unter vollkommen anaeroben Bedingungen 
Wachstum moéglich, aber sehr gering ist. Bei auf ein Drittel reduzierter 
Atmung ist das Wachstum etwa auf die Halfte gefallen. 

3. Hieraus ergibt sich, daB die Annahme der Glykolyse als wachs- 
tumsspezifischer Reaktion unwahrscheinlich ist. Es wird die Frage 
diskutiert, aus welchen Griinden embryonales Gewebe iiber eine so 
groBe Glykolyse verfiigt. 

Protokoll. 
Stoffwechselversuch mit Fibroblasten aus embryonalem 
Hiithnerherz. Differentialmanometer a. (Siehe Abb. 1.) 
links rechts 
Innenraum: 10 Kulturen (Trocken- wie links, ohne Kulturen 
gewicht: 0,244 mg) 
0,2 cem Plasma 
0.3 ,, Tyrodelésung 
0.1 .,. Embryonalextrakt 
AuBenraum: 3,0 ,, Tyrodelésung 


Innen- AvBen- 
raum raum 


(=>) :0,048 0 I: Ky, 0,82 
pre 2 
Keo, 1,96 
Au ss CO,” 
: 0,10 0 2 ‘ 
(Spy ss Piko, 1,08 
keo, 1ll 


tt 
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I. links rechts 
innen:: 0.6 c¢em innen: 0,6 cem 
auben: 3.0) ., auben: 3,0 
Up 3.6 cem Up - 3.6 cem 
CG 7,56 ,, % = 7,06 x 
in 3 Stunden: — 2.3 mm. 
2. Aus dem AuBenraum waren 2.8 ccm herauspipettiert worden 
in 2 Stunden: 0mm. 
II. Im Gasraum: N,/5°y COs; wie 2. 
' keo, 1,15 
30 Minuten: -+ 4,8 min 
30 = L 51 
VY, = —19,8 
re. ‘ Oh. » 
G57 — 214 Qy = 1,6 
No > 
Uy 46 
; ] 
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116, 12, 1921. — 14) Scott u. Kellicott, Anat. Rec. 11, 531, 1916; zit. nach 
Needham, Chemical Embryology, Cambridge 1931. — 15) Hyman, Biol. Bull. 
40, 52, 1921. 


13, 


I. Im Gasraum: O02 5% COs. 


8) Warburg, Stoff- 
9) Burrows, Amer. J. of Physiol. 438, 
1913; 68, 1924; Proc. Soc. exp. Med. 28, 133, 1921. 10) Wind, diese 
Zeitschr. 179, 384, 1926. 11) Franke, ebenda 258, 280, 1933. 


Proc. of the Royal. Soc. Biol. 104, 153, 1929. — 13) Tomita, diese Zeitschr. 
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Uber Insektenwachse. 


V. Mitteilung. 


Psyllawachs und Schizoneurawachs. 


Von 
Fr. N. Sehulz und Max Beeker. 


(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung, Jena.) 


(Eingeqangen am 12, Mdrz 1935.) 


A. Psyllawachs. 

Wir hatten Gelegenheit, eine kleine Menge des Wachses von Psylla 
alni zu sammeln, die unter Verwendung der heutigen Mikromethodik 
ausreichte, um Zusammensetzung und Konstanten dieses von Sundvik 
genau untersuchten echten Wachses erneut festzustellen. Wir wollten 
das um so mehr tun, als wir von mehr theoretischen Uberlegungen 
ausgehend, abweichend von Sundvik Formeln mit C3 fiir Psyllasiure 
und Psyllaalkohol befiirwortet hatten!. Das auf die bekannte Weise 
(durch Extraktion mit Ather und Chloroform) gewonnene Wachs 
zeigte F. = 93°. Durch Umkristallisieren aus Chloroform stieg F. fiir 
das lufttrockene Praparat auf 94°, fiir das im Vakuum itiber P,O, bei 66° 
getrocknete Praparat auf 95 bis 96°. Die Werte stimmen also genau 
mit den von Sundvik angegebenen. Die Elementaranalyse des Wachses 
ergab: C 82,50 und 82.75%, H 13.9 und 13,95°, gefunden; C 82,67, 
H 13,9 berechnet fiir Cg, Hyog Oo. 

Beleg: 0.0372 g Substanz = 0.1125 g¢ CO, und 0,0465 ¢ H,O 
0,0414 g 99 0.1249 ¢ CQ, ., 0.0520 g¢ H,O 

Die Werte stimmen also genauestens zu der von uns vertretenen Forme!. 

Eine Molekulargewichtsbestimmung nach der Siedepunktsmethode 
ergab fiir das Wachs 885 gegeniiber 929 berechnet. Fiir ein Wachs mit 
Saure und Alkohol C,, ware Mol. 957. 

0.0195 g Psyllawachs in 3,345 g Benzol geloést A O.OLT 

2670 . 0.0195 


= 3,35 . 0.017 685. 


Wir halten demnach die Formulierung mit C,, fiir richtig. 


1 Fr. N. Schulz u. Max Becker, diese Zeitschr. 235, 233, 1931. 








166 Fr. N. Schulz u. M. Becker: 


B. Schizoneurawachs'. 

Eine friihere Untersuchung von Schulz? hat gezeigt, daB die auBer- 
lich wachsartigen Faden, welche die Blutlaus absondert, ein Glycerid 
von wohldefinierten Eigenschaften sind. Ein hochmolekularer Alkohol 
lieB sich bei der Verseifung, die leicht vor sich geht, nicht auffinden, 
dagegen Glycerin in reichlichen Mengen. Die Sammlung neuen Materials 
zur weiteren Verfolgung der Substanz wurde bei der intensiven Be- 
kampfung, welche die Blutlaus als Obstbaumschadling erfaihrt, immer 
schwieriger, so daB wir glauben, uns mit dem gesammelten Material 
begniigen zu miissen. Es ergaben sich damals eine Reihe von Un- 
stimmigkeiten, deren Aufklarung uns wohl im wesentlichen gelungen ist. 
Die hohe Verseifungszahl von 209 (204 und 213) sprach fiir eine niedere 
Fettsiure. Auch die schitzungsweise festgestellte Glycerinmenge 
(7 bis 10°) sowie das Basenbindungsvermogen der freien Séure sprach 
fiir das Vorliegen einer niederen Fettsdiure, und zwar muBte es sich, 
da eine Jodaddition nicht stattfand, um eine gesiattigte Fettsaiure 
handeln, etwa von der GréBenordnung der Palmitinsaure oder Myristin- 
siure. Dem widersprach aber der niedrige Schmelzpunkt der freien 
Fettsdiure (36°) sowie des Wachses (48 bis 49°). Der F. der Laurinsiure 
liegt bei 43°, Myristinsaéure 54°, Palmitinsiure 62°. Auf der anderen 
Seite ergab die Molekulargewichtsbestimmung durch Gefrierpunkt- 
bestimmung in einer Benzollésung den Wert von 327, was auf eine 
Saure Cy bzw. Cy hinweisen wiirde. 

Das jetzige, wihrend mehrerer Jahre gesammelte neue Unter- 
suchungsmaterial wurde aus Alkohol nach Entfarbung mit Tierkohle 
so oft umkristallisiert (iiber zehnmal), bis es ein schneeweibes, kristallini- 
sches kérniges Pulver darstellte. 


1. Eigenschaften des Wachses. 

F. fiir das im Vakuum getrocknete Praparat war 47 bis 49°, ent- 
sprechend dem friiheren Befund von Schulz. Die Reaktion der alkoholi- 
schen Lésung gegen Rosolsiure war neutral. P, N, 8 fehlten. Die 
Elementaranalyse ergab C 74,14, 74,20, 74.10, 74,00; Mittel 74,11. 
H (11,70), 11,35, 11,3, 11,3; Mittel 11,3. 

Beleg: 0,03568 g = 0,0970 g CO, und 0,0373 g H,O 


0,037 60 g = 0,1023 g CO, 0,0381 g H,O 
0,0388 g = 0,1018g C O, .. 0,0394g¢ H,O 
0,0344 g = 0,0935 g CO, . 0,0350 g H,O 


1 Wir halten an der Bezeichnung Schizoneurawachs fest, obschon es 
sich nicht um ein Wachs im chemischen Sinne handelt. Wir wollen dadurch 
auf die biologische Bedeutung der Substanz hinweisen sowie betonen, daB 
es sich nicht um ein mehr indifferentes Kérperfett handelt. 

2 Fr. N. Schulz, diese Zeitschr. 127, 112, 1922. 
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Die Molekulargewichtsbestimmung fiir das Wachs nach Leckmann 
ergab den auffallend niedrigen Wert 552; nach Rast 566. 


Beleg: 2.046 ¢ Wachs in 26,0725g Benzol A 0,725. 


0.0086 g in 0,0O811 g¢ Campher gelést. Campher — 174,5°; 
kK. der Lésung 167,0°; A 7,5. 


Die Glycerinbestimmung nach Willstdtter ergab bei einer Einwage von 
0.17475 ¢ 0,0442 ¢ AgJ, entsprechend 0.0174 g Glycerin 10°,. Es ist 
uns zunaéchst nicht médglich, aus diesen Daten ein einheitliches Bild zu 
gewinnen. Aus der Verseifungszahl (209) wiirde sich ein Glyceringehalt 
von 11,7 °% errechnen lassen unter der Voraussetzung, dal es sich um ein 
Triglycerid handelt. 

Wir haben diese Ergebnisse mit angefiihrt, um eventuell Nach- 
untersuchern Hinweise zu geben. 


2. Die Fettsduren des Schizoneurawachses. 

Die Ausbeute an Fettsiuren bei der Verseifung betrug in einem 
Versuch 87,9°,, in einem anderen Versuch 90,9°,. Es sind das Werte, 
die sich dem Ergebnis der Glycerinbestimmung anpassen. 

Beleg: aus 0,5076 g Wachs wurden gewonnen 0,4465 g Fettsdiuren 
» 0,2445¢ ,, re ‘so 0.2267 g ~ 

Die Fettséuren wurden durch Umkristallisieren aus heibem, 60° igem 
Alkohol, in dem sie léslich sind, gereinigt. Die Titration der gereinigten 
Schizoneurasdure mit n/10 NaOH fiihrte zu einem Molekulargewicht von 
238 bzw. 237 (nach den im Handbuch der Analyse der Fette usw. von 
Griin gegebenen Vorschriften). Der gefundene Wert entspricht einem 
Gemisch von 2 Mol Myristinsdure und 1 Mol Palmitinsdure (berechnet 
237.3; durch Titration gefunden 237.3). 

Auch andere Befunde veranlassen uns zu der Annahme, daB in 
der gefundenen Schizoneurasdure ein Gemisch verschiedener Fettsiuren 
etwa von Myristinsaéure und Palmitinsaure vorliegt, aller Wahrschein- 
lichkeit nach im Verhaltnis 2: 1. 

Hierzu in einem gewissen Gegensatz scheinen zunichst die Wole- 
kulargewichtsbestimmungen nach physikalischer Methode zu stehen. 
Schulz hatte aus der Gefrierpunktserniedrigung einer Losung in Benzol 
327 gefunden. Die Camphermethode nach Rast ergab 317. Nun ist es 
aber bekannt, daB bei Fettsiuren und besonders bei Lésungen von 
Fettsauregemischen Assoziationen (Polymerisationen) auftreten, die zu 
erheblich zu hohen Werten fiir das Molekulargewicht fiihren (Frangois', 
Boutarie und Roy u. a.*). Auch die Siedemethode ergibt Unregel- 
maBigkeiten. Unsere Schizoneurasiure ergab nach der im Apparat 
von Rieche durchgefiihrten Siedepunktsbestimmung das Molekular- 


1M. 7. Francois, C.r. 198, 1008, 1931. 
2 A. Boutarie u. M. Roy, J. Pharmacie VIII, 15, 161, 1932. 
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gewicht zu 337. Das kiinstliche Gemisch von 2 Mol Myristinsdure 
und 1 Mol Palmitinséure mit dem anzunehmenden mittleren Molekular- 
gewicht von 237,3 ergab bei der Bestimmung nach Beckmann in Benzo] 
den Wert 367; nach Rieche 331. Es stehen also die fiir die Schizoneura- 
siure ermittelten Molekulargewichtswerte nicht der Annahme entgegen, 


daB es sich um ein Gemisch von Palmitinsiure und Myristinsaure 1 : 2 
handelt. Auch andere Kombinationen von Fettséiuren kénnten zu 


aihnlichen Werten fiihren. 

DaB auch das Barytsalz der Schizoneurasdure einen dieser Annahme 
entsprechenden Ba-Gehalt hat, ist nach dem Titrationsergebnis zu 
erwarten. 

Beleg: 0.008241 g Ba-Salz (durch Fallen einer alkoholischen Saurel6sung 
mit Ba(OH),; Waschen mit Wasser, Alkohol, Ather, Petrolither 
gewonnen) lieferten 3,125 mg BaSO, — 22.39 Ba (berechnet fiir 
das Ba-Salz des Gemisches 22,5%. 

Die Elementaranalyse der Schizoneurasaure ergab: C 74,25 und 74,30°,. 
H 12,36 und 12,54° 9; berechnet C 74,1, H 12,44 fiir obiges Gemisch. 

Der im Abbeschen Refraktometer bestimmte Brechungsinder betrug 
fir die Schizoneurasiure np 1.4351, fiir das Gemisch von 2 Teilen 
Myristinsaure mit 1 Teil Palmitinséure 1.4350. 

Es sprechen alle diese Beobachtungen dafiir, da die Schizoneura- 
siure ein molares Gemisch 2:1] verschiedener Fettsauren von der 
GréBenordnung etwa Palmitinsaure -- Myristinsiure darstellt. Das 
kénnte auch eine Erklérung fiir den niedrigen Schmelzpunkt des ur- 
spriinglichen Schizoneurawachses und der Schizoneurasaure — sein. 
In der Tat liegt der Schmelzpunkt eines Gemisches von 1 Teil 
Palmitinsiure und 2 Teilen Myristinsaéure bei 45°, ist also stark herab- 
gedrickt. 

Da zu einer chemischen Identifizierung der Konstitution des 
Schizoneurawachses fiir uns geniigendes Material nicht zu beschaffen 
ist, wurde der Weg beschritten, durch kiinstliche Synthese von Tri- 
glvceriden hier in Frage kommende Produkte von ahnlichen oder 
gleichen Eigenschaften, wie sie das Schizoneurawachs hat, zu bekommen. 
Es lassen sich in der Tat genau definierte synthetische Triglyceride 
mit Palmitinsiure und Myristinséiure herstellen, deren F. erheblich 
unter dem des Trimyristins liegt. Es bestehen aber noch andere Kom- 
binationsméglichkeiten, etwa zwischen Laurinséure und Stearinsaure. 

Uber die Ergebnisse dieser Synthesen soll spater berichtet werden. 

Hier sei zusammenfassend gesagt: Trotz mancher bisher ungeklarter 
Unstimmigkeiten in bezug auf die Zusammensetzung und physikalischen 
Eigenschaften des Schizoneurawachses erscheint es uns durch die Unter- 
suchung der Schizoneurasdure gesichert, daB es sich im wesentlichen 
um ein Triglycerid mit zwei verschiedenen Fettsiuren handelt. Es ist 
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uns wahrscheinlich, daB Myristinsiure und Palmitinsiure dabei in 
Frage kommen. 

Kine auffallende Beobachtung méchten wir auch in diesem Sinne 
deuten. Es ist schon von Schalz beschrieben, daB die Schizoneurasidure 
oft in iiberraschend schén ausgebildeten Ringsystemen erstarrt. Es 
handelt sich dabei um abwechselnd dickere und diinnere Schichten 
von Kristallen. Derartige Ringbildungen haben wir nie beim Erstarren 
geschmolzener reiner einheitlicher Fettsduren beobachtet. Dagegen 
treten bei giinstigen Erstarrungsbedingungen ebenso schéne Ring- 
systeme auf, wenn molare Gemische von Palmitinsaure und Myristin- 
sdure erstarren. 








Zur Frage des Blutzuckerspiegels beim Wiederkiuer. 


Von 


Fr. Wilhelm Krzywanek und Hanns Briiggemann. 
(Aus dem veterinaér-physiologischen Institut der Universitat Leipzig.) 


(Eingegangen am 12, Mdrz 1935.) 


Seit einigen Jahren beschaftigt sich der eine von uns (Arzywanck) 
mit der Frage des Getrainketransportes durch das Vormagensystem 
der Wiederkauer, die bisher eine zufriedenstellende Beantwortung noch 
nicht gefunden hat. Zu diesem Zweck wurde eine neue Methode aus- 
gearbeitet, indem Thermoelemente in den einzelnen Vormagen befestigt 
wurden und an dem Sinken der Temperatur bei der Aufnahme kalter 
Fliissigkeiten der Weg des Getrunkenen verfolgt wurde. Uber diese 
Versuche ist an anderer Stelle berichtet worden (1). Gegen sie war 
der Einwand zu erheben, daB8 durch die Anlage einer fiir ein Schaf 
verhaltnismaBig sehr groBen Pansenfistel, wie sie zum Einfiihren der 
Thermoelemente mit der Hand notwendig ist, der normale Ablauf der 
Pansenverdauung — wenigstens beim kleinen Wiederkauer gestort 
wird und deshalb unphysiologische Verhaltnisse geschaffen werden, 
die auch auf den Fliissigkeitstransport nicht ohne Wirkung sein kénnten. 
Es wurde deshalb nach Méglichkeiten gesucht, sichere Ergebnisse 
auch am unverletzten Tier zu erhalten. 

Eine solche Moéglichkeit schien uns die Bestimmung des Blut- 
zuckers nach Belastung mit Glucose. Es war nach unseren heutigen 
Kenntnissen von den in den Vormagen ablaufenden Vorgiangen a priori 
anzunehmen, daB in Pansen und Haube gelangender Zucker der Ver- 
garung durch die dort in ungeheuren Massen vorhandenen Mikroorganis- 
men anheimfallt und als solcher nicht in den Diinndarm und somit 
zur Resorption gelangt. Doch konnte angenommen werden, daB in 
den Labmagen gelangter Zucker wegen der viel geringeren Zahl der dort 
vorhandenen Bakterien nicht vergoren, sondern als solcher resorbiert 
wird und dadurch eine Erhéhung des Blutzuckerspiegels bewirkt, 
wie wir sie vom Menschen und anderen Tieren kennen. Der Ablauf 
der Blutzuckerkurve nach der Glucosebelastung schien uns also ge- 
eignet, als Anhaltspunkt dafiir zu dienen, ob in Lésung aufgenommene 
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Glucose in die Vormagen oder in den Labmagen gelangt. Bestarkt 
wurden wir in unserer Ansicht durch eine kiirzliche Veréffentlichung 
von v. Teichman und Logischen (2): dieser arbeitete zwar an Kiihen, 
doch diirften Unterschiede zwischen den groBen und kleinen Wieder- 
kauern in dieser Beziehung kaum vorhanden sein. Dieser Autor erhielt 
zwar bei erwachsenen Kiihen bei Glucosebelastung keine einheitlichen 
Werte; dies ist nicht zu verwundern, da nach allem, was wir wissen, 
bei erwachsenen Wiederkaéuern auch Fliissigkeiten in die Vormagen 
gelangen [Naheres vgl. bei Arzywanck (3)|. Doch hat v. Teichman 
bei Kalbern, bei denen die Vormagen noch nicht voll ausgebildet waren 
und bei denen bekanntlich Fliissigkeiten durch die Schlundrinne direkt 
in den Labmagen gelangen, Blutzuckerbelastungskurven erhalten, 
welche sich von denen beim Menschen kaum unterscheiden. Nach 
diesen Ergebnissen schien uns ein Versuch in dem oben dargelegten 
Sinn durchaus erfolgversprechend. 

Zur Bestimmung des Blutzuckers benutzten wir die Methode von 
Hagedorn und Jensen (4), die nach geniigender Einarbeitung tiberraschend 
gut ibereinstimmende Ergebnisse liefert. Einige geringgradige Abanderungen 
der Originalvorschrift. die uns die Erreichung mdglichst genauer Werte 
erleichterten, seien im folgenden kurz angefiihrt : 

1. Wir lieBen uns eine automatische Pipette von 0,1 ccm Inhalt in der 
Art anfertigen, wie sie fiir die Abmessung des Blutes zur Erythrocyten- 
zahlung iiblich ist. 

2. In die Schnabelglischen fiir die EnteiweiBung wurden je 2 ccm 
dest. Wasser abgefiillt, dazu das Blut aus der Pipette gegeben und mit 
diesem Wasser und nicht mit der Zinksulfatlésung die Pipette ausgespiilt ; 
man braucht dann die Pipette nur in dest. Wasser zu reinigen und kann 
sie fiir den nachsten Versuch wieder benutzen. 

3. Nach dem Ausspiilen wurde die Pipette bis zur nachsten Benutzung 
mit einer stark verdiinnten Lésung von Ammoniumoxalat gefiillt und vor 
der Benutzung nur ausgeblasen und auBen mit Watte abgetrocknet. 

4. Beim Filtrieren wurde stets dreimal mit je 2cem dest. Wasser 
gewaschen, die aus einer Biirette abgemessen wurden. 

5. Bei der Titration mit Thiosulfat wurde dasselbe méglichst langsam 
und in méglichst gleicher Tropfenfolge zugegeben; der Titer der Thiosulfat- 
lésung wurde vor jedem Versuch neu bestimmt. 

Die Ergebnisse der auf diese Weise durchgefiihrten 15 Versuche 
sind in der Tabelle I zusammengestellt. Zu ihnen ist im einzelnen 
folgendes zu sagen: Das Blut wurde entweder aus einer Ohrvene oder 
der Vena jugularis entnommen; Unterschiede im Ergebnis bestanden 
nicht. Zu den Versuchen dienten die Schafe Nr. 1, 2 und 3, von denen 
Schaf Nr. 1 eine groBe Pansenfistel, die Schafe Nr. 2 und 3 kleine Lab- 
magenfisteln trugen. 

Bei Schaf Nr. 1 wurde deshalb eine Pansenfistel angelegt, weil an 
ihm zuerst untersucht werden sollte, wie sich die Verhialtnisse ge- 
stalten, wenn die Glucoselésung einmal direkt in den Pansen, das andere 





Werte fiir den 


Fr. W. Krzywanek u. H. Briiggemann: 


Tabelle LI. 


Blutzucker in Milligrammprozent vor und nach 
der Glucosebelastung. 





Versuch 


lier 
Nr. 
Schaf I l 
2 
3 


Schat I 4 


Schaf II 11 
12 
13 
14 
15 


Versuch 1: 50g 


2: 50g 
3: 100g 
; 4: 100g 
5: 100g 
6: 20¢ 
7: 150g 
8: 20¢ 


9: 50g 
10: 100¢ 


ll: 100g 
12: 100g 


13: 100¢ 


14: 50¢ 


- 15: 50e¢ 


Zeit in Stunden nach der Glucoseverabreichung 
vorher) 14 4 11), U3’, | 24%, 25/4 31, 33/4 ‘ 


0,062 0,077 0,078 0,073 0,078 0,075 0,075 0,075 0,073 0,073 
0,060 0,071 0,082 0,105 0,110 0,126 0,138 0,146 0,140 0,138 
0,056 0,059 0,061 0,051 0,054 0,052 0,050 0,050 0,048 0,047 


0,052 — 0,064 0,069 0,067 0,061 0,058 0,060 0,060 0,060 
0,055 0,064 0,069 0,071 0,062 0.059 0,054 0,054 — 
0,062 0,060 0,068 0,068 0,068 0,067 0,064 — 

0,060 — 0,058 0,065 0,065 0,065 0,062 0,073 0,060 - 
0,053 0,058 0,067 0,062'0,051 0,060 — — 

0,061 0,064 0,068 0,066 0,063 0,063 — - 9 os 
0,058 0,060 0,060 -- (0,060 0,062 0,066 : 


0,056 0,070 0,079 0,087 0,070 0,056 — 0,050 — 
0,069 0,059 0,064 0,057 0,060 0,060 0,062 

0,062 0,069 0,069 9,075 0,076 0,075 0,076 

0,067 0,069 0,069 0,069 0,069 0,067 0,066 — — —_— 
0,059 0,057 0,061 0,061 0,066 0,064 0,063 0,063 — 


Glucose in 300cem Wasser mit der Flasche per os Ohrblut 


», 000 durch die Pansenfistel ,, 
, 350° ,, sé per os mit der Flasche 
- +, 300 +s 
. 200. ,, ~ in den Labmagen 
. lOO. ,, 99 ar 
beliebte Kost mit 100 g Glucose gemengt per os 
Glucose in 100 cem Wasser in den Labmagen Jugularisb!. 
», 120 
. 000 ,, mS per os aus der Flasche Jugu- 
larisblut 
ee . OOO ,, > o-oo s Ohrblut 
. 400, ¥ > a ee a Jugu- 


larisblut 


Glucose in 400 cem Wasser per os mit der Flasche Jugu- 
larisblhut 


Glucose in 100 cem Wasser in den Labmagen Jugularisbl. 


. LO. ,, 9 Pry) % ’ 
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Mal durch einen in die Pansenfistel cingefiihrten Schlauch direkt in 
den Labmagen eingegeben wurde: auBerdem sollte die Losung mit 
der Flasche direkt per os eingegeben werden. 

Schon die drei Versuche an dem Schaf Nr. 1 zeigten die Schwierig- 
keiten, die sich der geplanten Versuchsanordnung entgegenstellten. 
Der erste Versuch ergab wohl eine geringe Erhéhung des Blutzuckers 
nach der per os-Aufnahme, doch verlief diese keineswegs in einer Kurve, 
sondern sie blieb sich !, bis 4! |, Stunden nach der Belastung ungefahr 
gleich: im Versuch 3, in dem das Tier die doppelte Menge Glucose 
per os erhielt, war dagegen kaum eine Erhéhung des Blutzuckers fest- 
zustellen. Dagegen trat eine solche ausgesprochen ein im Versuch 2, 
in welchem eine Lésung von 50 g Glucose durch die Pansenfistel direkt 
in den Pansen eingegossen wurde, Allerdings mu hierzu bemerkt werden, 
daB bei dem Tier durch die groBe Pansenfistel schon eine Beeintrachtigung 
der Verdauung eingetreten war: es hatte bedeutend an Gewicht ver- 
loren, fraB nicht mehr befriedigend und der Panseninhalt war nach 
dem Vermerk im Protokoll .,sehr trocken’. Hier lagen also keine 
physiologischen Verhaltnisse vor, und es kann nicht geschlossen werden, 
daB die Glucose im AnschluB an die Eingabe in den Labmagen iibertrat, 
sondern sie wurde wahrscheinlich wegen der geringen Anzahl vorhandener 
Mikroorganismen nicht vergoren, wie es das Normale ist. 

Da sich die beabsichtigte Einftihrung eines Schlauches durch die 
Pansenfistel in den Labmagen als schwierig erwies, weil sich der Schlauch 
in der Haubenspalter6ffnung umlegte und die eingelassene  Fliissigkeit 
wieder in die Haube zurticktrat und um die Gefahren einer so groBben Pansen- 
fistel auszuschalten, legten wir dem nachsten Schaf Nr. 2 eine kleine Fistel 
im Labmagen an, durch die wir einen Schlauch direkt in das Innere ein- 
fiihren konnten. In den Versuchen 4 und 10 erhielt das Tier beide Male 
je 100 g Glucose in Wasser mit der Flasche per os; beide Versuche unter- 
scheiden sich durch die Art der Blutentnahime (Versuch 4 Ohrblut, Versuch 10 
Jugularisblut). Wahrend im letzteren Versuch von einer Anderung der 
Blutzuckerwerte kaum gesprochen werden kann, ist in Versuch 4 eine solche 
in geringem AusmaB eingetreten, doch ist auch hier ein kurvenmaBiger 
Ablauf nicht vorhanden. Von groBbem Interesse ist das Ergebnis der Ver- 
suche 5, 6, 8 und 9. Die direkt in den Labmagen gegebenen LOO g Glucose 
bewirkten in Versuch 5 einen derartigen Durchfall, da aus dem Ablaut 
des Versuchs nicht viel geschlossen werden darf; immerhin war eine geringe 
Blutzuckererhéhung vorhanden, nach 1’), Stunden wurde ein Héchstwert 
erreicht, nach dem die Werte wieder absanken. Doch bleibt auch hier die 
Steigerung weit unter der auch nach den Versuchen von v. Teichman zu 
erwartenden. Die anderen Versuche mit 20 bzw. 50g Glucose verlieten 
ahnlich; auch in ihnen konnte nur eine geringgradige Erhohung des Blut- 
zuckers festgestellt werden. 

Um zu sehen, ob sich eine Erhéhung des Blutzuckers nach Aufnahme 
von Glucose in Substanz per os erzielen lieB, wurde der Versuch 7 
angestellt. Flege (5) hat einen solchen Versuch an einem Hammel 
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durehgefiihrt und nach Aufnahme von 100 g Glucose eine Steigerung 
des Blutzuckers von 0,095 auf 0,111 nach 3 Stunden gefunden; nach 
5 Stunden war der Ausgangswert wieder erreicht (Methode von Folin 
und Wu). Auch bei unserem Tier setzte 1'/, Stunde nach der Fiitterung 
eine Erhéhung ein, nach 3!/, Stunden wurde ein Héchstwert erreicht, 
doch kann auch hier von einem regelmaBigen An- und Absteigen der 
Werte nicht die Rede sein. 

Zur Kontrolle der bisherigen Ergebnisse wurde noch das Schaf 
Nr. 3 operiert. In den ersten drei Versuchen 11, 12 und 13 wurden je 
100 g Glucose in Wasser per os gegeben. Das Ergebnis des Versuchs 11 
liefert erstmalig eine richtige Belastungskurve; nach 1!/, Stunden 
wird ein Héchstwert erreicht, die Steigerung betrigt 55°, (bei den 
Kilbern von v. Teichman iiber 100°.) und ist 1 Stunde spiter wieder 
abgeklungen. In Versuch 12 ist dagegen wieder kein kurvenmaBiger 
Ablauf vorhanden, in Versuch 13 wurde zwar nach 1*/, Stunden ein 
Hoéchstwert erreicht, doch blieben die spateren Werte auf der gleichen 
Hoéhe. Die beiden letzten Versuche schlieBlich, in denen je 50 g Glucose- 
lésung in den Labmagen eingegossen wurden, hatten ein ahnlich negatives 
Ergebnis wie die entsprechenden Versuche am Schaf Nr. 2. 

Fragt man nach der Ursache dieses Verhaltens des Wiederkiuers, 
der somit auch in dieser Beziehung eine Sonderstellung einnimmt, 
so ist eine einwandfreie Beantwortung dieser Frage aus den bisherigen 
Versuchen nicht méglich. Doch sei auf folgendes hingewiesen: Schon 
der geringe normale Blutzuckergehalt des Wiederkiuers weist darauf 
hin, daB im Kohlenhydratstoffwechsel dieser Tiere der Traubenzucker 
nicht die gleiche Rolle spielt wie bei den anderen Tieren. Scheunert 
hat auch schon mehrfach darauf aufmerksam gemacht, daB beim 
Pflanzenfresser die Milchsaiure als das wichtigste Verdauungsprodukt 
des Kohlenhydratstoffwechsels aufzufassen ist. Durch entsprechende 
Versuche wollen wir diese Frage aufzukliren versuchen. Weiter er- 
scheinen aber auch unsere bisherigen Ansichten tiber den Ablauf der 
Verdauung im Labmagen noch sehr liickenhaft. Uns war jedenfalls 
aufgefallen, daB auch der aus der Fistel gewonnene Labmageninhalt 
sehr stark mit Gasblasen durchsetzt war, was auf umfangreiche Ga- 
rungen auch in diesem Magen hinweist. Orientierende Untersuchungen 
ergaben jedenfalls, daB die stark saure Reaktion des Labmageninhalts 
unserer Schafe nicht auf HCl, sondern auf Gérungsséuren zuriick- 
zufiihren war. Auch hier wollen wir in weiteren Untersuchungen Klar- 
heit zu schaffen versuchen. Ist unsere Annahme richtig, dann darf 
man sich nicht wundern, daB sich die Glucosebelastung beim Wieder- 
kauer nicht in einem kurvenmaBigen Anstieg und Abfall des Blutzuckers 
aiuBert, da derselbe sowohl in den Vormagen als auch im Labmagen 
vergoren und als solcher nicht resorbiert wird. Demnach miiBte der 
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Blutzuckerspiegel von der Anwesenheit und dem Garvermégen der in 
den einzelnen Magenabteilungen vorhandenen Mikroorganismen ent- 
scheidend beeinfluBt werden. 


Zusammenfassung, 


Durch Glucosebelastungsversuche an drei Schafen wird nach- 
gewiesen, daB der Blutzucker des kleinen Wiederkiuers hierdurch 
nicht so eindeutig beeinfluBt wird wie bei den Tieren mit einfachem 
Magen. Auch bei direkter Kinfiihrung des Zuckers in den Labmagen 
scheint derselbe zum gréBten Teil vergoren und als solcher nicht. re- 
sorbiert zu werden. In weiteren Untersuchungen soll versucht werden, 
in dieser Richtung Klarheit zu schaffen, und die Frage gepriift werden, 
ob der Milchsiurespiegel des Blutes durch Zuckerbelastung eine An- 
derung erfahrt. 

Literatur, 

1) Fr. W. Krzywanek, Ptliigers Arch. 222, 89, 1929; Fr. W. Krzywanes 

u. W. Lampe, Deutsch. tierairztl Wochenschr. 40, 289, 1932; W. Lampe, 


Vet.-med. Inaug.-Dissert. Leipzig 1932. 2) H.v. Teichman u. Logischen., 
Arch. f. Tierernahrung u. Tierzucht 7, 532, 1932. 3) Fr. W. Krzywanek, 
Handb. d. norm. u. pathol. Physiol. 1S, 36, 1932. 4) H.C. Hagedorn u. 
BN. Jensen, diese Zeitschr. 185, 46, 1923. 5) H. Flege, Inaug.-Dissert. 


d. Tierarztlichen Hochschule. Berlin 1922. 
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Beitrige zur Chemie der Helminthen. 


I. Mitteilung: 


Die chemische Zusammensetzung von Taenia saginata. 


Von 
I. A. Smorodinzew, K. W. Bebeschin und P. I. Pawlowa. 


(Aus dem chemotherapeutischen Sektor des Tropeninstituts, Moskau.) 


(Eingegangen am 12. Mdrz 1953.) 


Die gewaltige Verbreitung von Wurminvasionen in allen Volks- 
schichten hat in letzter Zeit die besondere Aufmerksamkeit der Arzte 
auf diese Erkrankung gelenkt. Es wurde die Notwendigkeit hervor- 
gehoben, die therapeutischen und prophylaktischen MaBnahmen durch 
die Kenntnis der Biologie der Erreger zu begriinden. Fir die 
Diagnostik, Therapie und Klinik dieser Erkrankungen ist von grober 
Wichtigkeit, die Natur der Helminthentoxine festzustellen. 

Die umftangreiche Literatur uber Helminthologie befabt sich haupt- 
sachlich mit der Biologie der Helminthen und der Frage der Intoxikation 
des Organismus infolge der Wurminvasion, aber die Natur der Toxine und 
ihre Chemie ist nicht in Angriff genommen worden. Viele Autoren betrachten 
die Helminthentoxine als EiweiBk6érper' und nennen sie Toxalbumine. 
andere betrachten sie als nichtstickstoffhaltige, dem Cholesterin und Sapo- 
toxin? nahestehende Substanzen, oder als ungesattigte Fettsaure*®, die 
dritten halten sie fiir Produkte des EiweiBzerfalles* usw. 

Wegen der praktischen und theoretischen Wichtigkeit dieser Frage 
wurden wir von der Direktion beauftragt, gemeinsam mit dem Sektor fiir 
Helminthologie eine Reihe von systematischen Untersuchungen zur Aut- 
klarung der Natur der Helminthentoxine und ihrer Einwirkung auf den 
Organismus der Parasitentrager anzustellen. 


Zunachst haben wir die gesamte chemische Zusammensetzung 
der Plattwiirmer bestimmt. Gleichzeitig haben wir die Giftigkeit von 
verschiedenen Fraktionen, die schnell aus lebenden Wiirmern_ her- 


1 J. Markowitz, N. E. Essex u. F.C. Mann, Amer. J. of Physiol. 9%, 
22, 1931. 

2 B.S. Faust, Die tierischen Gifte, Braunschweig 1906; Biochem. 
Handlexikon 5. 453, 1931. 

3 F. Flury, Arch. f. exper. Pathol. 67, 275, 1912. 

4S. Yoshimura, J. of Biochem. 12, 27, 1930. 
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gestellt wurden, auf verschiedene Tiere gepriift, um spater die Frak- 
tionen, die sich am giftigsten erwiesen, ausfiihrlicher zu_priifen. 


Ausfiihrung. 

Da die chemische Zusammensetzung cinzelner Wiirmer wesentliche 
Abweichungen zeigt, arbeiteten wir mit einer ,,Mittelprobe’', die 
einem sorgfaltig hergestellten Gemisch aus cinigen Taenia saginata 
entnommen wurde. 

Frische, lebende Wiirmer wurden mit Leitungswasser gewaschen, 
auf einen Absaugtrichter tibertragen und im Laufe von 10 bis 15 Minuten 
dreimal mit destilliertem Wasser gespiilt. Sodann wurden die Wiirmer 
durch einen Fleischwolf getrieben und aus der Masse Proben zur Priifung 
entnommen. Es wurden bestimmt: die Trockensubstanz, die Asche der 
Gesamt-N und Fett. Die Trockensubstanz wurde durch Trocknen bei 
105 bis 110° bestimmt, die Asche durch Gliihen, N nach Ajeldahl und .,hett* 


nach Soxhlet. 


Die Resultate sind in der Tabelle I mitgeteilt. 


Tabelle I. 





. Trocken- Organische : . < 
Wasser = cubstanz Substanz Gesamt-N Fett Asche 
9/9 0), Ol» ( 
i SM 4 oe ss so 11,5 LOS 0.56 0.29 0,67 
a a oe eh ite 88,27 11,85 11.3 0.66 1,56 0.53 
= ue itp) Pik A pal ee 86.9 13,1 12.3 0,73 0,54 O85 
ke "har a ore eg 87,7 12.3 11.8 0.59 317 O55 
Darchs:}nitt: 87,82 12,18 11.55 0.64 1.36 0.65 
Lumbricus complanatus 
nach Krukenberg! . 87,82 12.18 9.74 2.44 
Taenia expansa (nach 
Weinland)..... 99,9 Se | 1,8 * 15° 


* Ascaris. 


Die in der Tabelle I angegebenen Werte wurden auf Grund von 
77 Analysen von 19 Wiirmern erhalten. Die Mittelwerte aus vier Serien 
fiir Wassergehalt und Trockensubstanz zeigen véllige Chereinstimmung 
mit den entsprechenden Werten fiir Erdwiirmer, die Arukenberg! 
erhalten hat. 

Selbstverstindlich ist der Mineralstoffgehalt bei den Erdwiirmern 
héher als bei den Parasiten. Die Menge der organischen Substanz 
ist unbedeutend niedriger. 

AuBerordentlich weiten Schwankungen ist der Gehalt an Fett 
je nach den Ernihrungsvorgingen beim Wirt und den Lebensbedin- 
gungen des Parasiten im Darm des Wirtes unterworfen. 


' C.F. W. Krukenberg, Vergleich physiologischer Studien. Heidel- 
berg ISS]. 
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Tabelle [1. 


Die Schwankungen der chemischen Zusammensetzung 
der Wiirmer. 





Minimum Maximum  Mittelwert Schwankungsgribe 
Oi, 0), OF UP 
Trockensubstanz .... 11,4 13,2 12,2 — 66 bis 4 8,2 
Organische Substanz . . 10,6 12,3 11,55 — 93 , + 6,5 
SS eee ee 0,52 85 0,65 -200 , + 30,0 
Gesamt-N ... 20... 0,54 0,72 0,64 —156 , + 125 
We as 2 ee. 0,29 3.17 1,36 —786 ., + 133.0 


Berechnen wir den Gesamt-N als EiweiBkérper, so erweist sich, 
daB ein Wurm 4°, EiweiBstoff enthalt. Zieht man von dem Werte 
fiir organische Substanz (11,55°,,) die Werte fiir EiweiB (4°,,) und Fett 
(1,36°,,) ab, so bleibt noch ein Rest von 6,19°, iibrig. Ein wesentlicher 
Teil von diesem Werte bezieht sich wahrscheinlich auf Glykogen. 
Wir haben keine direkten Glykogenbestimmungen angestellt, doch 
wissen wir aus den Versuchen von Weinland!, daB ein Drittel der 
Trockensubstanz bei Askariden und die Halfte bei Taenia auf Glykogen 
fallt. Man muB auch beriicksichtigen, daB die Trockensubstanz auch 
Chitin enthalten kann, das wir vorliufig nicht bestimmt haben, jedoch 
zukiinftig beriicksichtigen werden. 

Da der Mittelwert fiir Gesamt-N gleich 5,2°, ist, so betragt der 
Gehalt an EiweiB8 32,5°,. Also finden wir bei Wiirmern einen I’ ,- 
bis 2- bis 3mal héheren EiweiBbestand als bei Wirbeltieren (10 bis 16 
bis 22°), jedoch einen 1'),- bis 2mal kleineren Wert als ,,Rohprotein™ 
beim Seidenspinner?. 


Zusammenfassung. 

‘l. Die Mittelwerte fiir Trockensubstanz bei Taenia_ saginata 
zeigen volle Cbereinstimmung mit denen bei Erdwiirmern (12,18°,). 

2. Die organische Substanz betrigt durchschnittlich 11,55°,,. 

3. Der Gesamtstickstoff betragt 0,54 bis 0,73°,, durchschnittlich 
0,64 °%, berechnet auf lebende Substanz. 

4. Wesentliche Schwankungen zeigt der Fettgehalt von 0,24 
bis 3,17°, (berechnet auf das Gewicht von lebenden Wiirmern). 

5. Die Asche betragt 0,52 bis 0,85°,, durchschnittlich 0,65°,,, 
berechnet auf lebende Wirmer. 


An der Ausfiihrung der Analysen hat EF. S. Adowa teilgenommen. 


1 BE. Weinland, Zeitschr. f. Biol. 41, 69, 1901; 42, 55, 1901; 44, 1, 1908. 
2 C. Oppenheimer, Handb. d. Biochem. 6, 295, 1926. 
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Uber Beziehungen zwischen Farbton, Lichtausnutzung 


und Stoffgewinn bei roten und griinen Florideen sowie bei 


anderen Meeresalgen. 
Von 
Camill Montfort. 


(Aus der deutschen 6kologischen Station Fit jar, Insel Stord 


(Eingegangen am 12, Mdrz 1933.) 


Mit & Abbildungen im Text. 
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Kinleitung. 

Griine Florideen als physiognomisch hervorragende Bestandteile 
des oberen Litorals sind sowohl von nordischen Kiisten wie vom Mittel- 
meer und aus den Tropen bekannt. Aus der Tatsache, daB vergriinte 
Gigartina mamillosa an der norwegischen Westkiiste (vgl. Hansteen, 1892 
und Kylin, 1910,) sowie auf den Faréer (vgl. Rergesen, 1902) an besonntem 
Standort ausgesprochene Ciirtel bilden, hatte man auf harmonische 
Beziehungen zum Faktorenkomplex schlieBen kénnen!. Und da es 
sowohl mir (1929) als auch Ehrke (1931) gelungen ist, die Vertreter 
des oberen Litorals funktionell als Starklichtalgen zu erweisen, so lag 
nichts naiher als die Annahme, vergriinte, aber sonst normale Gigartina 
werde sich, gemessen an schwarzvioletter Schatten-Gigartina des 
gleichen Horizontes assimilations6kologisch viel mehr einem Fucus als 
etwa einer Schattenrotalge nihern. Immerhin lieBen aber schon die 
alten Beobachtungen von Kolkwitz (1900) Zweifel daran aufkommen, 
ob solche vergriinten Rotalgen physiologisch normal arbeiteten. Und 
Wurmser (1921) sah vergriinten Chondrus und vergriinte Rhodymenia 
aus der Himanthaliazone der franzésischen Westkiiste auf Grund der 
Prifung des Chlorophyllgehaltes und der Assimilationsleistungen im 
Vergleich mit den roten Individuen biochemisch als abnorm an. 

Nun sind mir aber in Norwegen Bedenken gegeniiber Waurmsers 
Versuchen gekommen. ‘Trotz vielfacher Bemiihungen gelang es mir 
nicht, von Rhodymenia andere vergriinte Thalli zu erhalten als solche, 
die alt und ganz offensichtlich aus diesem Grunde vergriint waren. 
Beziehungen zum Licht konnten dann héchstens sekundirer Natur 
sein. Und da ich an besonntem Standort inmitten véllig vergriinter 
Gigartina an den dort vereinzelt wachsenden Rhodymeniabiische!n 
selbst die obersten Thalli héchstens deutlich heller brdunlichrot verfarbt, 
an ihnen aber keinen Schwund des Phycoerythrins beobachtete, so 
kann ich auf Grund meiner norwegischen Beobachtungen und Versuche 
vergriinten Chondrus und Gigartina auf keinen Fall vergriinter Rhody- 
menia an die Seite stellen. Wahrend man jene wenigstens noch in 
gewissem Sinne als physiologisch ,,.normal‘* ansehen darf, kann ich 
vergrinte Rhodymenia -—— und lediglich hierin beriihre ich mich mit 
Wurmser nur als ,,pathologisch** und biochemisch als abnorm be- 
zeichnen. Gerade darum mu8 man aber die allgemeine Giiltigkeit 
der aus Wurmsers Beobachtungen an vergriinten Rotalgen abgeleiteten 
Schliisse bezweifeln. Mindestens soweit sie auf griiner Rhodymenia 
fuBen, diirften sie ein falsches Bild vom physiologischen Zustand ver- 
grinter Rotalgen aus litoralen Starklichthorizonten liefern. 


' Herr Kollege Troll teilte mir mit. auch die von thm auf den Sunda- 
inseln beobachteten und gesammelten vergriinten Rotalgen seien morpho- 
logisch anscheinend durchaus als normal anzusehen. 
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Farbton usw. bei roten und griinen Florideen. Is] 


Is ist sogar weiter zu befiirchten, daB auch mancher der von anderen 
Autoren verwendeten Biischel von griinem Chondrus in die gleiche Kategorie 
gehért wie Jene Rhodymenia. Aus der Tatsache, daB ein im Schnellverfahren 
experimentell erzeugter, doh. aus rot-violettem Schattenmaterial durch 
unmittelbare Ubertragung in direktes Sonnenlicht nach 2 Tagen biochemisch 
umgestalteter griiner Thallus physiologisch abnorm arbeitet, folgt ja nicht, 
daB solcher Chondrus oder griine Gigartina, die am natiirlichen Standort 
auch morphologisch wohl ausgebildete Biischel darstellen und physiogno- 
misch auffallige Zonen entwickeln, jenen physiologischen Abnormitaten 
funktionell gleichwertig sei. 

Im folgenden soll die lichtphysiologische Eigenart griiner und roter 
Oberflachenflorideen auf Grund von Assimilationsversuchen am Stand- 
ort dargelegt werden. 

Ziel und Methode. 

Die an den skandinavischen Brandungskiisten in auffalligem Gegensatz 
zwischen besonnter und stark beschatteter Felsenkiiste als Rotalgen seli 
verschiedener Farbung formationsbiologisch in der ,,Gigartina-Assoziation™ 
stark hervortretenden Litoralalgen geben dem experimentellen Okologen 
mancherlei Fragen auf. Da die neueren Untersuchungen von Aylin (1931) 
in Fortsetzung seiner friiheren Arbeiten tiber die Farbstoffe der Rotalgen 
und Blaualgen willkommene Befunde tiber Natur und Mengenverhialtnis 
der Nebenpigmente bei litoralen Rotalgen lieferten, schien es lohnend, 
einige Ergebnisse neuerer Assimilationsversuche, die im Sommer 1932 an 
der norwegischen Westkiiste an solchen Algen gewonnen wurden, mit den 
alteren Erfahrungen von Kolkwitz, Boresch, Harder und Wurmser sowie 
mit diesen neuen biochemischen Ergebnissen von Aylin ins Verhaltnis zu 
setzen. Aber wenn es gilt zu prtifen, worin eine vergriinte Rotalge der 
Starklichtfazies der gelbgriinen ..Cigartina-Assoziation** von der rot violetten, 
fast schwarzvioletten Gigartina der Schattenfazies der Felsenkliifte funk- 
tionell abweicht, so fiihrt dies von selbst zur Gegeniiberstellung mit normal 
griinen (Chlorophyceen), braunen und roten Algen aus den verschiedensten 
Horizonten. 

Denn nur dadurch, da wir die Leistungen messen an denen anderer 
Algen, deren funktionelle Einstellung zum Licht uns durch mannigtache 
Versuche am Standort und im Laboratorium bekannt ist, vermégen wir 
ein Urteil tiber den physiologisch-6kologischen Charakter zu gewinnen. 
Das Urteil hangt also ganz von dem Mabstab ab. Darin liegt die Starke, 
aber auch die Begrenzung der vergleichenden Betrachtung. Sie schliebt 
an die friiheren ,,Studien zur vergleichenden Okologie der Assimilation‘ 
an und bildet eine Vorstudie zu einer Reihe von Abhandlungen tiber Ver- 
suche zur Theorie der komplementiren Farbenanpassung der nordischen 
Meeresalgen. Dem Verwaltungsdirektorium des Kalisyndikats bin ich fiir 
Uberlassung von Mitteln an das Botanische Institut der Universitat Halle 
zu groBem Dank verpflichtet. 

Die Versuche wurden im Sommer und Herbst 1932 im Rahmen einer 
gréBeren Untersuchung an einem improvisierten Kiistenlaboratorium aut 
der Insel Stord an der norwegischen Westkiiste ausgefiihrt. 

Versuchsmethode. O,-Bestimmung nach Winkler; Werte in Tabellen 
und graphischen Darstellungen als) Kubikzentimeter Thiosulfat . 100. 
Expositionszeit meist 1 oder 2 Stunden; Berechnung. wenn nichts anderes 
vermerkt ist, auf 1 Stunde, wo nétig auch auf gleiche Mengen (Trocken- 
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gewichte).  Lichtwerte als relative Lichtintensitat mittels Graukeilphoto- 
meter; Keilkonstante 0,118 mit Milchglaskappe. 

Die Expositionen an der Meeresobertliche und in gréBeren Meeres- 
tiefen wurden mittels eines 30 ¢m breiten und 3m langen in WO-Richtung 
verankerten FloBes gewonnen. Wie Trager fiir Assimilationskammern und 
Versenkungsgestelle standen bei Oberflachenexpositionen an der Siidseite 
seitlich ab, so daB die synchron exponierten Assimilationskammern gleich- 
mabig bestrahit wurden. Bei Tiefenversuchen wurden die Taue auf der 
Unterseite des FloBbalkens befestigt. Die Assimilationsleistungen wurden 
nur in nattirlichem Tageslicht (diffuses Licht und direktes Sonnenlicht 

diffuses Licht) untersucht. 


A. Vergriinte Rotalgen normaler Litocalhorizonte als disharmonische 
Standortsmodifikationen. 
.Standortékologische’* und ,,funktionelle’’ Starklichtalgen. 

I. Synchrone Tageskurven des Assimilationsiiberschusses. 

Es schien vorteilhaft, die Abstufungen des einwirkenden Lichtes 
so vorzunehmen, daB, ausgehend von Leistungen im mittleren diffusen 
Licht, an der Wasseroberfliche einmal ein starker Anstieg und in einer 
weiteren Serie umgekehrt ein starker Abfall eintreten sollte. Wenn 
fiir die erste Serie der normale Tagesgang des Lichtes gewahlt wurde, 
durften irgendwie gestaltete Optimum- oder breite ,,Riickenkurven*‘ 
mit nachmittaiglichem Abfall erwartet werden [vgl. dazu Kost ytschew 
und seine Mitarbeiter, Neydel, Montfort und die neuere Literatur bei 
Harder (1931) und Scholer (1933)]. Diesen Versuchen sollten in einer 
zweiten Serie die Leistungen beim Cbhergang von der Meeresoberfliche 
in 20m Tiefe gegeniibergestellt werden. Wenn dann auf zwei Expo- 
sitionen in der Tiefe wieder eine Exposition an der Oberflache folgte, 
war es interessant zu erfahren, wieweit die Gestalt der hieraus zu er- 
wartenden ,,Grabenkurven* das Kehrbild jener  .,Riickenkurven** 
darstellt. Es war ja méglich, daB sie gleichsam eine Probe aufs Exempel 
abgeben konnten fiir die aus der ersten Serie abgeleiteten Schliisse. 

Die beiden Versuche wurden vereinigt und am 20. September 1932 als 
Serie C IIT mit neun Assimilationskammern durchgefiihrt. 

Material (in jeder Kammer eine gr6Bere Zahl von Biischeln): 

1. Schwarzrote Gigartina mamillosa (Schattenmaterial aus litorale: 
Felskluft ). 


2. Griine Gigartina) mamillosa  (Starklichtmaterial von litoraler 


Brandungskiiste). 

3. Dunkelgriine Cladophora rupestris (Schattenmaterial aus litoraler 
Felskluft, neben 1.). 

4. Hellrote Ptilota pectinata (Tiefseematerial aus 26m Tiefe, Epiphyt 
auf Laminaria). 

5. Braunrote Polysiphonia sp. (Starklichtmaterial aus _ litoraler 
Brandungszone zwischen griiner Gigartina). 

6. Hellgriine Enteromorpha intestinalis (Starklichtmaterial aus dem 
mittleren Litoral). 





in’ oe oe (ft 





ITO- 


hes 
Ing 
ind 
site 
ch- 
der 
len 
cht 


le 


ler 








Farbton usw. bei roten und griinen Florideen JS3 


Die Serie begann mit einer allgemeinen Vorprobe an der Wasserober- 
fliche und wurde dann als synchrone Doppelserie wie folgt weitergeftihrt : 
Von den sechs Versuchspflanzen bilden drei (CGigartina rot, Gr grin und 
Tiefsee-Ptilota) die Oberflachenvergleichsserie, wahrend die tbrigen sechs 
(je drei der genannten Algen) an zwei Tauen in 20m Tiefe versenkt wurden. 
Temperatur: oben 9 bis 168 20m Tiefe 12.5°. Wetter: hellbedeckter 
Himmel, bei der zweiten Exposition stark aufgehellt, vortibergehend Sonne 
danach starker bedeckt. 


l. Leistungen an der Meeresobertlache. 

Da es hier nur auf den Verlauf, nicht auf die HGhenlage der Kurven 
ankam. wurden nur ungefahr gleiche Algenmengen verwendet. Der 
physiologische Gegensatz zwischen  .,standort-Gkologischer’ (wie ich 
sie nennen méchte) und ,.funktioneller** Starklichtalge tritt deutlich 
hervor. Er zeigt sich besonders bei dem starken Lichtsprung von 
Ls (1) zu L 76 (4.24). Die schwarzviolette Schatten-Gigartina nutzt 
diese Steigerung der Lichtzufuhr doppelt so gut aus wie die griine 
Gigartina, obwohl diese doch aus einem Starklichthorizont stammt! 





N 
700 } \ 
Abb. 1. | 
Tagesleistungen des Assimilations- 600} . i 
iiberschusses an freier Meeresober- \, | Gigartina 
fliiche. 500 \ | Schwarzvioleh 
Gigartina mamillosa, phyeocyanreiche / \ 
litorale Schattenform. yoo} j \ 
Gigartina mamillosa, vergriinte lito- j \. 
rale Starklichtform. 5300} j , \ Licht 
Ptilota peetinata, Tiefseeform aus A le 
Se eae — | Gigartina 
26 m Tiefe. 200) 1 ping 
Oberflichenserie von C III vom 20. Sep- | 
tember 1932. 00 === ] 
2 i | Tiefsee-Ptilota 
| 7 : 
Ox ; —— = 
7725 12 ist 


Beim Vergleich der Leistungskurve mit der Lichtkurve zeigen sich viel 
mehr Anklange bei der Schatten-Gigartina, wahrend die griine Stark- 
lichtform weit geringere Beziehungen aufweist; bei ihr verlauft die 
Kurve der Leistung in wesentlich gréBerer Unabhangigkeit vom Faktor 
als bei der roten Schattenform. Schon hier erscheint die griine Gigartina 
funktionell als ..disharmonische** Standortsmodifikation. 

Immerhin sei hinzugefiigt, daB ein anderer Versuch bei schwacherem 
Lichtsprung und ausgehend aus einem Lichtgebiet, in dem Algen schon 
relativ stark assimilieren (L 45 — L76), der Unterschied zwischen 
den beiden Gigartinen verwischt wird. Doch trat hier bei gelbgriinem 
Chondrus die relative Depression noch deutlich zutage. Wir werden 
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zudem spiter sehen, daB der Charakter einer disharmonischen Standort - 
modifikation bei griinen Rotalgen auch auBerhalb der Ausnutzung 
von Lichtspriingen zum Vorschein 
kommt. 




















160 
Am anschaulichsten tritt der 
140 Gregensatz zwischen roter und griiner 
Gigartina co , : 
schwareviolet (aigartina hervor, wenn alle Werte 
- Gigartina auf die Ausgangsleistung in mitt- 
_ gringelo lerem Licht bezogen werden. Das 
geschieht in der Abb. 2. Die 
80 Lichtkurve ist hier weggelassen, 
da sie eine unertragliche Verande- 
60 é' 
rung des Mabstabes bedingt haben 
40 Tefsee-Philota —- wiirde. 
J 
LB LG 257 £29 Nur nebenbei sei auf den Ver- 


Abb. 2. ' lauf der Kurve der Tefseealge hin- 

Wie Abb. 1. Lieht- und Assimilations- geWiesen (vgl. dazu Montfort, 1933). 

werte auf gleiche Ausgangsleistungen Ihre fortschreitend starkeren Depres- 

bezogen. sionen an der Wasseroberflache sind 

typisch fiir extreme Schattenalgen 

und  erinnern an die friiher von uns” aufgedeckten  funktionellen 
»Sonnenstiche*®* (vgl. .Wontfort und Neydel 1928 und Montfort 1929). 


2. Leistungen beim Ubergang: Oberflache + 20m Tiete — Ober- 
flache. 
Die zur gleichen Zeit wie die Werte der Oberflichenserie an den 
Algen der Tiefenserie gewonnenen Leistungen sind in folgender Tabelle 
und Abb. 4 zusammengestellt. 





> 
L18 L 76 L 51 L 29 
' an der Oberflaiche = an der Oberfliche 
Expositionstiefe: Oberfliche 20 m 1. Std. 20m 2. Std. Oberfliche 


Cladophora... . 267 (100) 40( 15 ) 38 ( 14 ) 340 (127) 
Gigartina, grin . . 210 (100) — 28 (—11 ) —2 (—1 ) = 263 (125) 

» vot... 406 (100) 34( 84) 29 7,1) 671 (165) 
Enteromorpha . . . 524 (100) — 39 (— 7,4) 12 ( 23) 745 (142) 
Polysiphonia. . . . 337 (100) 19 ( 5,6) 23 ( 6,8) 424 (126) 
Tiefsee-Ptilota . . . 100 (100) 19( 19 ) 27 ( 27 ) 89 ( 8&9) 


In der Oberflachenserie wurde die Gigartina lediglich einer griinen 
und einer Tiefseerotalge gegeniibergestellt. Bei der Tiefseeserie sollte ihr 
Verhalten an einer ganzen Reihe anderer Starklicht- und Schwachlicht- 
algen gemessen werden. Wenn sie vorhin im Verhaltnis zu ihrem sonnig 


gewachsenen und darum vergriinten Artgenossen trotz des Vorlebens 
am Standort im Schatten einer Felskluft in ihrem Verhalten bei starkem 
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Lichtanstieg aus dem Rahmen der funktionellen | Schattenpflanzen 


herausfiel, und umgekehrt griine Gigartina trotz ihres sonnigen Stand- 





Abb. 3. Versenkungsgestell fiir drei Assimilationskammern ! 


ortes funktionell sich bereits 
den Schattenpflanzen —an- 
niherte, so zeigt nun der 
Vergleich der Abb. 1 und 4, 
wie berechtigt es ist, jene 
Trennung 
,. standort-6kologischem* und 


zwischen nur 
tatsichlichem — funktionellem 
Starklichtcharakter vorzuneh- 
men. Je flacher und _ breit- 
riickiger in der ersten Serie 
die Leistungskurven verliefen, 
desto breiter und seichter ist 
nun der von den Leistungs- 
kurven umrissene ,,.Graben* 
in der Abb. 4. Je mehr die 
Kurven an der Oberflache dem 
Lichtanstieg folgen, desto 
steiler werden bei den Kurven 
der Tiefseeserie die .,Graben- 
winde", desto gréBer werden 
die Abstiirze bzw. desto gréBer 
die Steigerungen beim Uber- 


1 


== —r ———, Fnteramorpha 
700 T f | Gigartina 
sohwarsviolett 
600 t + 
s00\ t f 


/ Polysiphonia 


/| 
/ / Cladophora 






/ 
47 
/; 





; Gigartna 
| grungelo 


_- Tiefee -Prilota 


= Sr" - | 
-100\ bg i al 
Ober#? 20m Tele 20m Ober?) 
£18 oben L76 oben ls? £29 
Abb. 4. 


Assimilationsleistungen beim Ubergang von der 

Wasseroberflache in 20m Tiefe mit nachfol- 

gender Oberflachenexposition. Tiefenserie von 

C Ill, gleichzeitig mit der in Abb. 1 und 2 dar- 
gestellten Versuchsserie 


Der Deutlichkeit wegen auf eine Emailleschiissel gestellt. 
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gang aus der Tiefe zur Meeresoberfliche. Aber die Tabelle und Abb. 4 
offenbaren weiterhin, wie die Gestalt der Grabenkurve  bewertet 
werden muB.  Ausgehend von der ‘Tiefseerotalge, deren erstaunlich 
flacher Kurvenverlauf nach dem friiher Gesagten verstandlich wird, 
finden wir alle Ubergiinge von der extremsten Schwachlichteinstellung, 
wie sie eben dieser Tiefsee-Ptilota eigen ist, bis zu dem Gegenextrem 
=o der litoralen” Starklicht - Entero- 
170 - ——— sinlatateisgaamias Gigartina ° . 
schwareviole# ~~ morpha. Der Anstieg der Leistungen 






160 . ° * — 
4 Lichtansheg beim Ubergang aus 20 m Tiefe zur 
150} — P ‘i 
Meeresoberflache wird uns spéater 
140 _~\ Enteromorpha 


“| Cladophora noch beschaftigen. Hier sollen nur 


= <7 Polysiphonia noch die dabei gewonnenen — Lei- 
120 “| Gigartina i ‘ 
ae griingelb stungen an der Oberfliche mit den 


100 vormittaglichen Ausgangsleistungen 


90 der Serie C III verglichen werden. 


~~~ Tefsee-Prilota : i ae ; , . ; 
Die griine Gigartina tritt hier weit 


ee | 


60,$-—_—_——_— 
7B , 3 . 
6 oe hinter ihrem schwarzvioletten Part- 


am. & ner zurtick. Die Werte liegen nicht 

Vergleich der Vorprobe der Doppelserie ol ‘ os 

CII an der Wasseroberfliche mit der bOher als diejenigen der Schatten- 

spiteren Nachprobe bei hoherem Licht. (Jadophora und Starklicht-Polysi- 
Licht- und Assimilationswerte auf gleiche é i # : 

Ausgangsleistungen bezogen. phonia. Zieht man zum Vergleich 

mit den Leistungen das Verhiltnis 

der beiden Lichtintensititen heran, so iibertrifft Gigartina sogar noch 

die Starklicht-Enteromorpha, und ihr Wert entspricht ganz dem 

Verhaltnis des Lichtanstieges. 

Im iibrigen kann man aber beziiglich griiner und schwarzvioletter 
Gigartina das gleiche Verhaltnis auch aus der Abb. 2 ablesen, blob 
liegen die Relativwerte bei der vierten Exposition (die ja der zweiten 
Oberflichenexposition der gleichzeitigen Tiefenserie entspricht), etwas 
niedriger. Das hangt einfach damit zusammen, da sie nach zwei 
vorausgegangenen Starklichtleistungen gewonnen wurden, wahrend 
die entsprechenden Oberflichenleistungen der Tiefenserie ja auf zwei 
Tiefen-, also Minimalleistungen folgen. 


II. Vergleichende Betrachtung der absoluten Leistungen. 

Die bisherigen Versuche haben uns lediglich fiir eine bestimmte 
Kigenschaft die Sonderstellung der vergriinten Starklicht-Rotalgen 
aufgezeigt, nimlich fiir die Ausnutzung von Lichtsteigerungen an der 
Meresoberfliche. Allein die Abweichungen zwischen roter und griiner 
Gigartina bzw. Chondrus diirften, wie wir gesehen haben, nur fiir 
ganz bestimmte Lichtbereiche so erheblich sein, daB sie im natiirlichen 
Wuchshorizont ékologisch bedeutsam werden. Soweit sie sich also 
nur auf die relativen Steigerungen der Funktion beziehen, wiirden sic 
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kaum ausreichen, um die Rotalgen formationsbiologisch ausgepragter 
griiner Starklichthorizonte als disharmonische Standortsmodifikationen 
erscheinen zu lassen. 


Um eine schirfere Abstufung des physiologischen Zustandes 
griner und roter Florideen des oberen Litorals zu erhalten und 
dadurch den Mabstab fiir die Beurteilung der Leistungen zu_ver- 
feinern, wurde ein anderer Vergleichsversuch mit Gigartina mamill. 
und Chondrus crisp. zusammengestellt. Es sollten die am héch- 
sten und am_ hellsten (1) gewachsenen Algenbiischel von freiem 
sonnigem Standort mit denjenigen aus weniger sonnigen, aber 
noch immer von Starklicht betroffenen (2) griinen Zonen und beide 
zusammen mit schwarzviolettem Schattenmaterial aus Felskliiften (3) 
verglichen werden, 

Creeignete gelbgriine Biischel fiir Material | fanden sich am Rande 
seichter Ebbefelstitmpel im Niveau des Wassers. Da hier mur Chondrus, 
nicht aber Gigartina wuchs, so konnte der Vergleich zwischen 1. 2 und 3 
nicht innerhalb der gleichen Spezies durchgettihrt werden. Das ist indessen, 
da es sich bei Gigartina und Chondrus um so nahe verwandte und auch 
physiologisch-dkologisch recht abereinstimmende Formen handelt, fiir unsere 
Fragestellung ganz ohne Belang. 


Material 2 und 3 war das gleiche wie in der Serie CII. Um aber 
fiir jenen extremsten Starklicht-Chondrus noch einen weiteren Partner 
zu haben, der standortikologisch gleichwertig, in der Farbe einigermaBen 
iibereinstimmend, als Chlorophycee aber physiologisch-6kologisch durch- 
aus ungleichwertig war, wahlte ich als Material la Biischel von Clado- 
phora rupestris, die in benachbartem Ebbetiimpel gleichfalls auf 
sonniger Felsplatte dem starken freien Oberlicht ausgesetzt waren. 
Weiterhin wurde noch Polysiphonia spec. aus CHI gepriift. Diese 
interessiert uns im folgenden nicht. 

Versuch Vovom 21. September 1952 umtaBte also, abgesehen von 
Polysiphonia. folgende Algen: 





Algen Vorleben Farbe 
Chondrus crisp. sonniger Kbbetiimpel gelbgriin 
Cladophora rup. = - griingelb 
Gigartina mamill. schattige Felskluft schwarzviolett 

» i sonnige Brandungskiiste griin 


Die Leistungen wurden am Nachmittag eines hellbewélkten Tages an 
der Oberflache (5 bis Sem unter dem Niveau) bei véllig ruhigern Wasser 
gepriift. 


Temperatur: 9.6 bis 10°; relatives Licht: L 44. 





pati ety Pn, 


188 C. Montfort : 


AssimilationstiberschuB und Atmung fir lg Trockengewicht 
und | Stunde. 





‘a Gigartina Poly- 
Chondrus Cladophora — — r Wy 
Assimilationsiiber- 
schuB ..... 131 (100) 800 (611) 170 (1380) 534 (407) [525] 
Atmung .... . —50(100) — 144(288) —50(100) —86(172) [101] 
ine Assimilati —_ - 
reine Assimilation 3 g9 (199) 6,55 (181) 4,4 (124) 721 (199), 6,19 


Atmung 


Der Gegensatz zwischen den drei Abstufungen innerhalb Gigartina 
bzw. Chondrus tritt in den Leistungen ebenso kraB zutage wie in der 
Farbe: die Assimilation steigt mit zunehmendem Gehalt an Chlorophyll 
bzw. an den Nebenpigmenten. Obwohl ein mittleres starkes Licht 
gewahlt wurde, zeigt der vom hellsten Standort stammende gelbgriine 
Chondrus die niedrigste Leistung. Sein schwarzvioletter Schatten- 
partner tibertrifft ihn um nicht weniger als das Vierfache. Da die Atmung 
aber nicht im selben MaBe ansteigt, arbeitet die schwarzviolette Form 
mit viel giinstigerem Stoffgewinn (vgl. dariiber das nachste Kapitel). 

Obwohl sich durch die vorgefiihrten Versuche herausgestellt hat, 
daB die Konstituenten der litoralen Starklichtzonen vergriinter Florideen 
funktionell disharmonische Standortsmodifikationen sind, so kann man 
doch auf dem Wege, den der Laboratoriumsphysiologe gern einschlagt, 
leicht zu falschen Schhissen iiber die Natur solcher vergriinten Rotalgen 
gelangen. Wenn Ehrke (1930, S. 262) sagt, nach zweitagigem Aufenthalt 
im direkten Sonnenlicht sei vergriinter, urspriinglich roter Chondrus 
aus Helgoland (bei rascher Erhéhung seines Kompensationspunktes) 
nach weiterem Verweilen im Sonnenlicht ,,fiir physiologische Zwecke 
unbrauchbar** geworden, so méchte ich nicht verfehlen, darauf_ be- 
sonders hinzuweisen, daB jene gelbgriinen Chondrusbiischel meines 
Versuchs C V aus dem sonnigen Ebbetiimpel mindestens 2 Jahre alte 
Lappen trugen! Das konnte mit Hilfe der ihnen ansitzenden dies- 
jahrigen und vorjéhrigen Schalen des kleinen Spirorbis-Wurmes 
(,,.Posthérnchen**) ohne weiteres festgestellt werden, eine Methode, 
deren sich vor allem Printz (1926) mit Erfolg bedient hat. Diese Bischel 
wurden also am natiirlichen Standort, wo die Thalli nur in der friihen 
Jugend, wenn sie von alteren Trieben beschattet sind, noch Phyco- 
erythrin und etwas Phycocyan besitzen, monatelang taglich mehrere 
Stunden von direkter Sonne betroffen, ohne daB sie darum jenen Cha- 
rakter erhielten, der den kiinstlich erzeugten, im physiologischen Schnell- 

1 Bei Polysiphonia sind die Werte nicht auf gleiche Trockengewichte 

reine Assimilation 


umgerechnet; der Wert fiir Q Maung wird aber davon nicht 


betroffen. 
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verfahren vergriinten Pflanzen anhaftet und der fiir 6kologische Schlub- 
folgerungen tiber den Zustand vergriinter Rotalgen am Standort so ge- 
fahrlich werden kann. 


B. Die physiologisch-ékologische Sonderstellung phycoeyanreicher Sehatten- 
rotalgen der Litoralzone. 

Nach den biochemischen Erfahrungen K ylins (1910,, 1931) besitzen 
manche in gedimpftem Licht gewachsenen litoralen Rotalgen in ver- 
schiedenem MaBe Phycocyan neben dem iiberwiegenden Phycoerythrin. 
Dahin gehéren z. B. Caramium rubrum, Chondrus crispus, Gigartina 
mamillosa, Polyides rotundus und Rhodymenia palmata. Bei Tie/see- 
rotalgen tritt das blaue Nebenpigment, wie es scheint, am Standort 
iiberhaupt nicht auf, und in starkem Licht, also in den der Sonne aus- 
gesetzten oberen Litoralhorizonten, werden bei Chondrus und Gigartina 
beide Nebenpigmente (die nach Aylin ja auch in Lésungen sehr licht- 
empfindlich sind, im Dunkeln aber sich jahrelang unverindert halten) 
bald zerstért. Die Photooxydation der Nebenpigmente laBt dann die 
griine Grundfarbe der Chromatophoren hervortreten. Meist findet 
man am Standort in den dichten griinen Zonen der Gigartina-Biischel 
die basalen, beschatteten Teile noch etwas rétlichbraun, und die jungen 
Adventivsprosse zeigen meist noch eine Zeitlang eine der Kombination 
der drei Farbstoffe entsprechende Fiarbung. 

In schattigen Felskliiften im gleichen Horizont gewachsene Biischel 
von Gigartina mamillosa fand ich an der norwegischen Westkiiste 
itberall wesentlich iippiger entwickelt als in der griinen Starklichtzone. 
Nicht nur die Wuchs- und Verzweigungsform war anders, die Schatten- 
biischel trugen auch fast durchweg mehr Cystocarpien als die ge- 
drungeneren, weniger verzweigten griinen Starklichtbiischel. © Man 
konnte sich darum schon bei den Exkursionen, noch ohne die Leistungen 
in verschiedenem Licht gepriift und verglichen zu haben, des Eindrucks 
nicht erwehren, die Schattenform sei funktionell der Sonnenform 
der ,,Gigartina-Assoziation” in mehrfacher Beziehung iiberlegen. Durch 
eine Reihe von Vergleichsversuchen sollte festgestellt werden, ob die 
phycocyanreiche Schwachlichtform am Standort eine funktionell 
harmonische Modifikation darstelle und in welcher Richtung’ ihre 
physiologisch-6kologische Sonderstellung gegeniiber anderen Rotalgen 
und gegeniiber ,.normal griinen’’ Algen (Chlorophyceen) liegt. 


I. Ausnutzung von Lichtsteigerungen. 
1. Wirkung verschieden starker Lichtanstiege an der Wasser- 
oberflache. 
a) Vergleich mit phycoerythrinreicher aber phycocyanarmer Rot- 
alge. Bei der Besprechung der Tageskurven der Oberflachenserie von 
CII (vgl. Abb. 1 und 2) wurde zum Vergleich mit roter und griiner 
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CGigartina nur eine extreme Tiefenrotalge herangezogen. Es ist aber zur 
Beurteilung der physiologisch-6kologischen Sonderstellung der phyco- 
evanreichen Schatten-Gigartina notwendig, ihr Verhalten bei Licht- 
steigerungen auch an einer solchen Schattenrotalge zu messen, die 
keine Tiefeneinstellung besitzt und trotzdem relativ arm an blauem 
Farbstoff oder praktisch sogar frei ist von Phycocyan. Ceramium 
rubrum und Polvides rotundus schalten daher aus.  Einer solchen 
Forderung schienen Biischel der gleichen Ptilota pectinata zu geniigen, 
die an nordexponierter tiberhingender Felswand in der Laminaria 
hyperborea-Assoziation des oberen Sublitorals in etwa 2m Tiefe wuchsen. 

In der Serie C VI vom 27. September 1932 wurden folgende Algen de1 
verschiedensten Lichteinstellung vereinigt : 








Alge Lichteinstellung 
Cladophora rup.. 2... . Schatten-Grinalge 
Gigartina mamill.. .. . Schatten-Rotalge 
Pilots pect. . . «s+ + extreme Schatten-Rotalge 
nteromorpha intest. . . Sonnen-Griinalge 
{Pelvetia canaliculata] . . extremste Sonnen-Braunalge des obersten Horizontes 


Enteromorpha und Cladophora wurden gewahlt, um innerhalh des 
Griintypus die heterogenen Einstellungen gleichzeitig mit den beiden 
Schatten-Rotalgen zu priifen. Der Lichtsprung erfolgte aus starkem diffusem 
Licht in direktes Sonnenlicht. Pelvetia interessiert uns hier nicht. 

Versuch C VI, 27. September 1952, t 10 bis 11°. 





Entero- 
morpha 


Clado- 


. Licht 
phora 


Zeit Ptilota Gigartina 


13531’—14531' 296 (100) 567 (100) 580 (100) 549 (100) 76(100) © stark diff. 
heller Himme! 














14653'—1553' 231 (112) 879 (155) 941 (162) 936 (171) 128 (168) Sonne 
16619’'—17h19% 143( 69) 365 ( 64) 297 ( 51) 330( 60) 49( 64)  schwacher 
diff. 

1D cose 
we jn ) Abb. 6. 
160} vy 3 1 Photosynthetische Ausnutzung des Uber- 
150} ‘\4 4 gangs aus mittlerem diffusem Licht in 
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Die relative Steigerung der Leistungen ist bei der Schatten-Ptilota 
am geringsten. Dab sie bei der Schatten-Cladophora so ergiebig ist, 
muB als eine Besonderheit der chlorophyllreichen Griinalge betrachtet 
werden. Diese Eigenschaft trat in allen Versuchen wahrend der 3 Monate 
dauernden Experimentierzeit bei dieser Alge zutage. 

b) Die Besonderheit chloroph yllreicher Schattengriinalgen als Vergleichs- 
partner. Dafiir nur zwei Beispiele: Im Versuch G IT vom 2. September 1932 
wurden dunkelgriine, extreme Schatten-Cladophora  rup.,  gelbbraune 
Laminaria hyperborea und hellrote Ptilota spec. (rein) rote Biischel als 
Epiphyten auf sehr phycocyanreichem, dunkelrot-violettem Schatten- 
Chondrus vom Eingang einer grottigen Felsaushéhlung) einem = starken 
Lichtsprung aus gedimpftem .,Grottenlicht*’ in mittleres diffuses Licht 
ausgesetzt. Ktinstliches Grottenlicht wurde bei triibem Himmel durch 
Uberdeckung der Assimilationskammern mittels eines umgekehrten Bootes 
erzeugt. In der Tabelle sind die relativen Steigerungen fiir Faktor und 
Funktion (Assimilationstiberschu) in bezug auf die Ausgangswerte zu- 
sammengestellt. 





. . Mi ores ses 
_Grottenlicht* littleres diffuse 


Lie] Licht 

ieht 100 1230 

Cisgophura ... ... . 100 323 
bemimara ...... 100 220 
a See 100 199 


Die Ausnutzung der plétzlichen Steigerung der Lichtzufuhr auf 
das Zwélffache ist in diesem Versuch allgemein ziemlich schlecht (vgl. 
dazu die interessanten Erfahrungen von Harder, 1930, und Arnold, 1931). 
Aber auch hier steht die chlorophyllreiche Griinalge mit der 3,23 fachen 
Leistung an erster Stelle, wahrend die relativ chlorophyllarme Ptilota es 
nur auf den zweifachen Betrag der Leistung im Grottenlicht bringt. Die 
schon friiher von Lubimenko (1908 und 1928) gediuBerte und neuerdings ge- 
rade fiir die Leistungen der Meeresalgen vertretene Ansicht von der aus- 
schlaggebenden Bedeutung der Chlorophyllmenge scheint sich zu besta- 
tigen. Meist fand ich bei Schatten-Cladophora eine geradezu erstaunliche 
Fahigkeit zur Lichtausnutzung, gemessen an ihren Rotalgenpartnern. 

EKinen solchen Fall bei ganz ahnlichem Lichtsprung zeigt der Versuch G 1, 
der mit gleichem ,,Grottenmaterial’’ ausgefiihrt wurde wie Versuch G I], 
jedoch zum Vergleich noch eine Tiefsee-Phyllophora aus 25m Tiete enthielt. 
Die Steigerungen sind wieder auf die Werte unter der ..kiinstlichen Grotte™ 
bezogen: 





. , Mittleres fuses 
_Grottenlicht" littleres diffuse 


Licht Licht 
ig 100 1570 
Cladophora. ..... 100 606 
Ptilota. 2... 100 255 


Phyllophora membrani- 
We eae ee, 109 185 
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Bei einer Rotalge gleicher Schwachlichteinstellung konnte ich niemals 
eine derartige Spannweite der Lich tausnutzung in beiden Richtungen 
beobachten, wie bei Cladophora rup. Es ware darum ganz falsch, 
in obigem Versuch CIV den Wert von Gigartina einseitig nach der 
Schatten-Griinalge zu beurteilen. Er erscheint erst im richtigen Licht, 
wenn wir ihn der anderen Schatten-Rotalge an die Seite stellen. Wenn 
er deren Leistung so stark iiberfliigelt und trotz der Schatteneinstellung 
der Versuchsthalli funktionell in den Bereich der Griinalgen fallt, so méchte 
ich eben darin eine Besonderheit der phycocyanreichen, schattenada p- 
tierten Florideen-Chromatophoren erblicken, die gewéhnlichen, d. h. 
phycocyan freien Schwachlicht-Rotalgen, wie es scheint, nicht 
zukommt. 


2. Die relative Steigerung der Leistungen beim Ubergang aus 


20m Tiefe zur Meeresoberflache. 


a) Phycocyanhaltige Schatten-Rhodymenia im Vergleich zu Fucus 
und Cladophora. Schon 1927 studierte ich den Leistungsanstieg ver- 
schiedener Meeresalgen beim Ubergang aus dem unteren Sublitoral 
ins oberste Litoral. Damals erfolgte jedoch die Auswahl der Tange 
fiir die Vergleichsversuche von anderen Gesichtspunkten aus (vgl. JJont- 
fort, 1929, IIT und 1930). Doch gewinnen jene friiheren Versuche infolge 
der inzwischen durch K ylin (1931) und meine neuen Versuche erweiterten 
Erfahrungen im Lichte der jiingsten Ergebnisse eine weitere Gkologische 
Bedeutung. 


Im Sommer 1927 wurde nur mit Cladophora rup., Fucus vesiculosus 
und mit Rhodymenia palmata gearbeitet, also mit je einem Vertreter der 
drei Farbengattungen. Damals war mir Rhodymenia wegen des Vorlebens wie 
wegen ihrer Leistungen als Prototyp der Schwachlicht-Rotalgen erschienen. 
Da die Versuchsthalli (als Epiphyten auf Laminariastielen aus etwa 2.5 m 
Tiefe von nordexponierter Felswand) tief dunkelrot mit einem Stich ins 
Braunrote gefarbt waren, miissen die Chromatophoren nach den Befunden 
Kylins auch Phycocyan enthalten haben. Mit Riicksicht auf die neuen 
Versuche mit schwarz-violetter Gigartina soll darum kurz auf das Ergebnis 
jener alten Versuche eingegangen werden. Jedoch sei vorweg bemerkt, 
daB Rhodymenia sichtlich viel weniger Phycoeyan im Verhialtnis zu den 
beiden anderen Farbstoffen enthalt als schwarz-violette Schatten-Gigartina. 
Auch erfolgte der Sprung aus 20m Tiefe nicht bis zur Meeresobertlache, 
sondern nur bis zum mittleren Litoral (1.7 m Tiefe). Doch konnte schon 
friiher gezeigt werden, da mit starkerer Annaiherung an die Oberfliéche 
bei sonnigem QOberlicht keine weitere Steigerung der Leistungen eintritt. 
Und die jiingsten Erfahrungen iiber die Leistungskurven innerhalb der 
obersten 3m, wortiber an anderer Stelle berichtet werden soll, haben das 


vollaut bestatigt. 


Wir kénnen also die friiheren Versuche ganz gut zum Vergleich 
heranziehen (vgl. Tabelle VII aus Montfort, 1930, S. 789). 
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Relative Assimilationsiiberschitsse, 





Wassertiefe 


20 m 1.7m 
Cladophora rup.. ...... 100 950 
PRIMI is) os Saige ee a a 100 1400 
Rhodymenia pal... .... 100 690 


Fucus als funktionelle Starklichtpflanze tbertrifft beide Partner, 
und Rhodymenia weist die geringste Steigerung auf. 


b) Florideen verschiedener Tiefenstufen und verschiedener Farbungen im 
Verhdltnis zu Griinalgen. In der Serie C Il vom 17. September 1932, die 
spater noch von anderem Gesichtspunkt aus behandelt wird, sind auber 
Pelvetia gleichzeitig folgende extreme Gegensatze der Lichteinstellung 
geprift worden. 





Alge Lichteinstellung 

Enteromorpha intestinalis . . . extreme Sonnenform vom obersten Litoral 

Polysiphonia spec... . . .. . Starklichtform aus oberem Litoral 

Laminaria hyperborea. ... . Schattenform von Nordwand aus mittlerem 

Litoral 

Delesseria alata. ....... extremere Schattentorm yom Grotteneingang, 
unter iberhingender Nordwand 

Phyllophora membranifolia. . . Tiefseeform aus 25m Tiefe 


Relative Assimilationsiiberschiisse. 





Wassertiefe Oberflache 
20 m 0,12 m 
Sr 100 136 
Delesseria ......... 100 214 
a 109 298 
So, 100 1 764 
Enteromorpha ....... 100 13 350 


Obwohl in diesem Versuch das wahrend der zweistiindigen Tiefen- 
exposition herrschende helle Oberlicht waihrend der Exposition an der 
Meeresoberflache von L 107 auf L 35, also auf ein Drittel sank, bedeutete 
die Zufuhr an Energie fiir die extreme Starklichtalge Enteromorpha 
eine enorme Leistungssteigerung, der gegeniiber selbst der Wert von 
1764 bei Polysiphonia (Wuchsort: untere Grenze einer griinen Gigartina- 
zone von WSW-Exposition, also gleichfalls ein Starklichthorizont) 
sehr zuriicktritt. Aber wir haben ja schon bei den Versuchen iiber die 
Wirkung von Lichtanstiegen an der Wasseroberflache von Cladophora 
die physiologische Besonderheit der chlorophyllreichen Griimalgen 
kennengelernt. Der Vorrang von Enteromorpha wiirde teilweise schon 
hieraus verstandlich. 
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Es kommt aber ein weiterer Punkt hinzu, der fiir alle derartigen 
Vergleichsversuche gilt. Natiirlich wird der Anstieg der Leistungen 
auch davon abhangen, in welchem Mabe die als Vergleichsleistungen 
betrachteten Werte in 20m Tiefe auBer von der Jntensitdtsabnahm: 
des Tiefenlichtes von der qualitativen Verainderung gegeniiber dem 
weiBen Oberflichenlicht beeinfluBt sind. Wenn, wie an anderer Stelle 
ausgefiihrt wird, in der ,,blaugriinen Dammerung’’ der 20m-Stufe 
die drei Farbentypen unserer Vergleichsversuche im Sinne der Theorie 
der komplementiren Farbenadaption arbeiten, dann muB der Anstieg 
beim Ubergang zur Oberflache bei roten und griinen Tangen natiirlich 
verschieden bewertet werden. Das gilt umgekehrt ebenso fiir die rela- 
tiven Depressionen beim Ubergang von der Meeresoberflaiche in die 
Tiefenzone. Doch wollen wir diese Seite der Frage hier nicht naher 
beleuchten, da sie im Zusammenhang mit Versuchen unter farbigen 
Lichtfiltern an anderer Stelle behandelt werden (vgl. Montfort, 1933 ,). 

Immerhin mag darauf hingewiesen sein, dab also auch im Ver- 
such C IL das auBerordentliche Ubergewicht der griinen Alge iiber die 
rote Starklichtalge nicht nur an einem héheren Kompensationspunkt und 
dem gréBeren Chlorophyllgehalt gelegen haben diirfte. Wenn die Ausgangs- 
leistung im blau-griinem Licht in 20m Tiefe bei gruner Enteromorpha 
gegentiber roter Phyllophora auch aus beschrankter Absorption des Tieten- 
lichtes relativ deprimiert wird (Original-O,-Werte: Enteromorpha 12 — 1602, 
oben); Polysiphonia 73 — 1288, oben), dann kann selbst das achtfache 
Ubergewicht der Enteromorpha verstandlich werden. 

Aber das beleuchtet zugleich die so ungemein geringen Leistungs- 
anstiege, die allen drei Schwachlichtalgen gegeniiber Enteromorpha und 
Polysiphonia eigen sind, gleichgiiltig, ob sie Tiefsee- oder Grottenalgen 
sind. Freilich weist Tiefsee-Phyllophora den niedrigsten Quotienten 
der Steigerung auf, doch mag das an der extremeren Schwachlicht- 
einstellung als solche (Intensitat des Tiefenlichtes) liegen. In welchem 
MaBe die erstaunlich niedrigen Steigerungsquoten der Oberflichen- 
leistung bei Laminaria und den beiden Florideen auf der durch Fuco- 
xanthin bzw. Phycoerythrin erméglichten geringen Depression der 
Tiefenwerte beruhen, ist schwer zu entscheiden. Die schon beschriebenen 
Versuche sprechen aber sehr fiir eine begrenzte Fahigkeit der Chromato- 
phoren, starke Intensitatssteigerungen photochemisch auszunutzen. 

SchlieBlich sei noch einmal auf die Tiefenserie des Versuchs € III 
zuriickgegriffen, auf die schon im ersten Kapitel hingewiesen wurde 
(vgl. die Tabelle auf S. 184 und Abb. 4). Die starke Steigerung der 
Lichtzufuhr gegeniiber dem Tiefenlicht wird von den Vergleichspartnern 
in recht verschiedenem MaBe photosynthetisch ausgenutzt, und dieses 
MaB ist jeweils fiir den 6kologischen Typus, dem die Algen angehéren, 
recht charakteristisch. Schon die Abb. 4 laBt die Gegensatze hervor- 
treten. Noch besser kommen sie zum Vorschein, wenn die Leistungs- 
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anstiege auf gleiche Werte in 20m Tiefe bezogen werden. Schwarz- 
violette Schatten-Gigartina iibertrifft griine Cladophora bei weitem. 
Wenn dies auch zu einem betrachtlichen Teil daran gelegen haben mag, 
daB sie selbst in der Felskluft ihres Standortes noch erheblich starkerem 
LichtgenuB ausgesetzt gewesen ist als die aus tieferem Horizont stam- 
mende Cladophora, so spricht doch die Tatsache, daB sie sogar noch 
die Starklicht-Polysiphonia tiberfliigelt, fiir eine Bedeutung ihres Farb- 
stoffgehalts. Denn mit ihrem erheblichen Anteil an Phycocyan neben 
Phycoerythrin und Chlorophyll dirfte schwarzviolette Gigartina in der 
gleichen Weise wie es Boresch einmal (1921) fiir eine entsprechende 
Farbstoffkombination bei Cyanophyceen vermutet hat, fast den ganzen 
sichtbaren Teil des Spektrums, also hier des weiBen Lichtes an der 
Wasseroberfliche abfangen. Es mu kiinftigen Versuchen mit sehr 
sorgfaltig ausgewahliten Vergleichspartnern verschiedener Farbung 
moglichst aus gleichem Litoralhorizont und von gleichem Lichtgenub 

vorbehalten bleiben, den Anteil des Phycocyans an den Leistungen 
der Chromatophoren quantitativ zu beurteilen. 


Il. Der Stofigewinn schwarz-violetter gegeniiber griimner Gigartina, Griinalgen 
und roten Tiefseealgen. 

Wenn wir nun gefunden haben, daB der physiologisch abnorme 
Zustand der Konstituenten grimer Florideenhorizonte des oberen 
Litorals vorwiegend in der geringeren Ausnutzung von Lichtsteigerungen 
und in der absolut niedrigeren Assimilation beruht, so folgt aus dieser 
Kigenschaft keineswegs, daB sie nun in allen Funktionen, also auch im 
AusmaB ihrer Dissimilation die physiologische ..Norm™ im gleichen 
Sinn oder gar im selben MaB aufgaben. Fiir das Gedeihen am Standort 
und die morphologische und physiognomische Auspragung der beiden 
lichtékologisch wie funktionell so verschiedenartigen facies ein und des- 
selben Litoralhorizontes kommt es natiirlich nicht allein auf die Aus- 
nutzung des Tagesganges der Lichtzufuhr an, vielmehr vor allem auf 
den Stoffgewinn. Darum sei nun das Verhaltnis der CO,-Assimilation 
zur gleichzeitigen (unmittelbar nachfolgenden) Atmung naher  be- 
trachtet. Dadurch wird nicht nur der schon zutage getretene physio- 
logische Zustand der vergriinten Gigartina (nebst Chondrus) besser 
erwiesen, wir werden dadurch auch der Sondernatur schwarzvioletter 
Schatten-Gigartina niher kommen. 

Wir kniipfen an Versuch C V an (vgl. Tabelle auf S. 188), der in 
Abb. 7 und 8 graphisch dargestellt ist. 

Man erkennt sofort, es ordnen sich die Werte sowohl fiir die Assi- 
milation wie auch fiir die Atmung ungefihr gleichsinnig mit dem mut- 
maBlichen Gehalt an Farbstoff in aufsteigende Reihen an. Aber die 
Unterschiede in den Atmungswerten sind viel geringer als fiir die Assi- 
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milation; das zeigt sich vor allem bei der Gegenitiberstellung von griiner 


und schwarzvioletter Gigartina. Die Folge ist eine erhebliche Ab- 
weichung im Stoffgewinn: Die am hellsten Standort gewachsene vergriinte 
Rotalge besitzt die schlechteste Stoffbilanz. Selbst zwischen den beiden 
Gigartinen ist der Unterschied noch sehr betrachtlich. Er beruht aber 
bei den griinen Starklichtbiischeln keineswegs auf erhéhter Atmung, 
wie man nach dem bekannten EinfluB starkeren Lichtgenusses hatte 
annehmen kénnen (vgl. dazu auch Warburg und Negelein, 1922), vielmehr 
auf der relativen Depression der Photosynthese. 
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Abb. 7. Abb. 8. 
Vergleichende Darstellung des Assimi- Wie Abb. 7. Werte fiir Assimilations- 
lationsiiberschusses, der Atmung und iiberschuf, Atmung und Stoffbilanz auf 
der Stoffbilanz in mittlerem diffusem die Leistungen von gelbgriinem Sonnen- 
Licht bei Starklichtalgen von verschie- Chondrus bezogen. 


denem Grade der Verfirbung. 

Versuchsserie (V vom 21. IX. 32. 

Auch die Doppelserie C HI liefert einige brauchbare Quotienten 
des Stoffgewinnes. Sie mégen erwahnt werden, um zu zeigen, daB es 
si¢h bei den in C V zwischen griinen und roten Florideen aufgetretenen 
Unterschieden nicht etwa um Zufalligkeiten handeln kann, vielmehr 
um gesetzmaBige Auswirkungen des licht6ékologisch so verschiedenen 
Vorlebens und der damit geschaffenen biochemischen Zustande. 

Bei der Oberflichenserie von C LIT ergeben sich fiir die vierte 
Exposition am Nachmittag bei L 29 folgende Werte. 





reine Assimilation 


Atmung 
Tiefsee-Ptilota. . ...... 1,97 
Gigartina, grin. ...... 4,41 
Gigartina, schwarzviolett . . . 8,18 


Fiir die beiden Gigartinen kommen also auch hier die vorhin er- 
wahnten Abweichungen zum Vorschein. Sobald aber die Stoffbilanz 
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anstatt nach starkerer stundenlanger Belichtung, nach vorausgegangener 
Schwachlichtbehandlung ermittelt wird, wie es bei der gleichzeitigen 
Tiefenserie nach den beiden Expositionen in 20m Tiefe in der an- 
schlieBenden gemeinsamen Oberflichenexposition beider Serien der 
Fall war, so werden mit dem Anwachsen des Quotienten (infolge nie- 
digerer Atmung) die Unterschiede offenbar etwas geringer. Doch zeigt 
die Tabelle auch hier den 6kologischen Gegensatz noch immer mit hin- 
reichender Deutlichkeit. 





re reine Assimilation 
¥ Atmung 


Tiefsee-Ptilota 4.71 
Gigartina, griin 7 ee 741 
Polysiphonia ........ 9,65 
Enteromorpha. ... . 11,8 
Gigartina, schwarzviolett 12.3 


Wiederum finden wir die Schatten-Gigartina mit threm hohen Wert 
fiir QY in der Gesellschaft der Starklichtalgen. Sie steht hier sogar an 
erster Stelle. Aber auf diese ,,Rangordnung™ sei kein besonderer Wert 
gelegt, da die Unterschiede zwischen Enteromorpha und Gigartina 
nur geringfiigig sind. Wiederum vermittelt die von ausgesprochen 
sonnigem Standort stammende griine Gigartina zwischen extremen 
Tiefsee-Schattentypen und ihrer eigenen Schattenform. Besser kann 
ihr physiologischer Zustand in der hier interessierenden Hinsicht nicht 
zum Ausdruck gebracht werden. 


C. SchluBbetrachtungen. 


Nun hatte man ja denken kénnen, die bei vergriinten Starklicht- 
Rotalgen beobachtete relative Depression der Photosynthese und eben 
dadurch, d. h. bei nur unerheblich geschwachter Atmung hervorgerufene 
schlechte Stoffbilanz hinge mit ihrer Natur als Rotalgen zusammen. 
So scheint auch Wurmser die Sache aufzufassen, soweit er sie auf Grund 
seiner Versuche kennenlernte, die ja nicht in dem Mabe, wie es hier 
versucht wird, vergleichend-physiologisch angesetzt und dkologisch 
ausgewertet wurden. 

Ich habe mich aber schon auf Grund meiner friiheren Versuche 
mit Rhodymenia (vgl. Montfort, 1930) gegen die Auffassung von Wurmser 
von der assimilations-physiologischen Bedeutung der Photooxydation 
des Phycoerythrins gewendet. Und in gewisser Hinsicht bestirken 
mich die neuen Versuche mit griiner und roter Gigartina noch darin, 
obgleich durch sie auf der anderen Seite wieder die Bedeutung der 
Nebenpigmente klar herausspringt. Aber aus diesem letzteren Umstand 
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folgt ja nicht, daB Algen, die gemeinhin als Schattenpflanzen mit rot- 
violetter Farbung giinstige Quotienten des Stoffgewinns aufweisen, 
nach langerem Verweilen in starkem Licht und erfolgter Vergriinung 
jene Schadigung des Assimilationsapparates allein oder auch nur vor- 
wiegend dem Verlust der Nebenpigmente zu verdanken haben. Ab- 
gesehen von Phycoerythrin und Phycocyan wird doch ganz sicher das 
Stroma der Chromatophoren, vielleicht auch das Chlorophyll beeinfluBt. 
Was wir dann als veranderte Leistung wahrnehmen, diirfte wohl eine 
komplexe Wirkung einer in mehrfacher Hinsicht veranderten inneren 
Struktur der Chromatophoren als Organe des Protoplasmas darstellen 
Anhaltspunkte fiir die Richtigkeit einer solchen Auffassung lassen sich 
durch die Gegeniiberstellung der extremen Sonnenform einer Rotalge 
und einer Griinalge je mit ihrer 6kologischen ,,Norm™, den beiden 
zugehérigen Schattenformen, gewinnen. Darin liegt der Vorteil dieser 
vergleichenden Betrachtung. Wir wollen darum die gleichzeitig er- 
mittelte Leistung einer solchen gelegentlich in Felstiimpeln angetroffenen 
extremen Starklichtform von Cladophora rupestris etwas niaher be- 
leuchten, 


In Abb. 7 und 8 beruht der Anstieg der Werte fiir Q, wie man sieht, 
auf der verschieden starken Zunahme der Photosynthese gegeniiber der 
Atmung. Wenn in der Reihe wieder ein geringerer Wert fiir Q auftritt, wie 
es bei Cladophora rup. der Fall ist, so verdankt er seine Depression im 
Verhaltnis zur Schatten-Gigartina einer relativ gesteigerten Atmung. Wir 
haben diesen Wert bisher lediglich an den Vergleichspartnern des Ver- 
suchs ( V_ gemessen. Mit diesem MaBstab betrachtet erscheint er hoch. 
Aber der Vergleich muB erweitert werden, wenn er 6kologisch sinnvoll 
und aufschluBreich werden soll. 


Sobald man von derselben Cladophora die Normalform priitt, die allent- 
halben unter Fucus und Ascophyllum versteckt, ganz besonders aber in 
schattigen Kliiften und unter tiberhangenden Felsen nordexponierter Fels- 
wiande als Schattenform iippig gedeiht, so erscheint jener im Verhaltnis zu 
griinem Chondrus und griiner Gigartina mit den Werten Q 3,62 bzw. 4,4 
noch hohe Wert von 6,55 bei gelbgriiner Sonnen-Cladophora in einem anderen 
Licht. Ich fiihre zum Vergleich die Werte fiir AssimilationsiiberschuB und 
Atmung dreier weiterer Versuche mit je drei Biischeln von dunkelgriiner 
Schatten-Cladophora an. Sie wurden einige Wochen frither, am 27. August 
1932, bei diffusem Licht L 76 gewonnen. Die Werte sind aut 1 g Trocken- 
gewicht berechnet. Zum Vergleich sind in die Tabelle die entsprechenden 
Werte aus Versuch C V eingetragen. 





Schatten-Cladophora bei L 76 Extreme Sonnen- 
Poe ee ee ee “ —— S. Cladophora 
Ch Cl, Cl; bei L 44 
AssimilationsiiberschuB . . . 362 417 469 489 
rrr ie — 29 — 36 — 88 
reine Assimilation oad 13.48 15,4 14,03 6.55 
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Aus den Werten der drei Versuche ergibt sich als durchschnittlicher 
Wert aus neun Buscheln fiir die Schatten-Cladophora ein Bilanzquotient 
(@ = 14.27. Diese dunkelgriinen Schattenbiischel von Cladophora rup., 
die dem allgemeinen Verhalten an der skandinavischen Kiiste nach sowohl 
in standort6kologischer wie in funktioneller Hinsicht das 6kologisch 
.Vormale der species darstellen, arbeiten selbst in starkem diffusem 
Licht mit wesentlich giinstigerem Stoffgewinn als unsere gelblich 
verfarbten, xanthophyllreichen und relativ chlorophyllarmen Sonnen- 
exemplare.  Trotz schwacherem Licht finden wir bei der extremen 
Sonnenform die Atmung auBerordentlich gesteigert. Die Verhaltnisse 
stimmen durchaus mit den Erfahrungen von Warburg und Negelein 
(1922) an chlorophyllreicher Schatten-Chlorella gegentiber chlorophyll- 
armer Starklicht-Chlorella iiberein. 

Aus alledem diirfte wohl der SchluB berechtigt erscheinen, der 
Assimilationsapparat  funktionell disharmonischer —Standortsmodifi- 
kationen von Meeresalgen erhalte diesen Zustand ganz unabhangig 
davon, ob die Chromatophoren bloB8 Chlorophyll — Carotinoide oder 
daneben noch Phycoerythrin und Phycocyan besitzen. Grundsitzlich 
und rein zellphysiologisch betrachtet diirfte der Besitz von Neben- 
pigmenten fur die Erreichung eines solchen Zustandes gleichgiltig 
sein. Die dkologischen Folgen gegeniiber dem Normalzustand sind jedoch 
bei der nur hellgriin verfarbten Griinalge und der ,,vergriinten’’ Rotalge 
sehr verschieden zu bewerten. Im ersten Fall wird wahrscheinlich 
nur die photochemische Ausnutzung der (wohl nicht wesentlich geringer 
adsorbierten) Energiemenge einer bestimmten Lichtzufuhr  herab- 
gesetzt. Bei vergriinten Rotalgen hingegen sind ja selbst die physi- 
kalischen Voraussetzungen zur Absorption bestimmter Wellenlingen 
aus dem weiben Licht der gleichen Intensitat gegeniiber dem Zustand 
der 6kologischen Normalform stark veraindert. Wenn also jetzt im 
Zustand der Vergriinung kein so groBber Ausschnitt aus dem weiben 
Licht abgefangen werden kann, so mu das dkologisch recht be- 
deutsam sein. So fiihren die Versuche von selbst zu Fragen, die in 
das Gebiet der Theorie der komplementaren Farbenadaption gehéren. 
In diesem Zusammenhang sollen aber lediglich einige Ergebnisse an- 
derer Versuche kurz erwaihnt werden. 

Schwarzviolette Gigartina wies in vergleichenden Versuchen mit 
Griin-, Braun- und Rotalgen unter farbigen Filtern in gelbrotem Licht 
(unter gesattigter K,Cr,O,-Lésung, 2,5cem Schichtdicke) eine starke 
Uberlegenheit auf. Da phycocyanfreie Rotalgen in diesem Bereich 
relativ schwach assimilierten, dirfte dessen photosynthetische Aus- 
nutzung bei schwarzrioletter Gigartina kaum anders zu erkliren sein 
denn als Folge der starkeren Absorption des langwelligen Lichtes 
mittels des von Aylin gerade bei dieser Form nachgewiesenen Phyco- 
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cyans. Bekanntlich besitzt dieser Farbstoff in Gelb ein starkes Ab- 
sorptionsband (vgl. Aylin, 1910 und 1931). Umgekehrt fand ich die 
Leistungen phycocyanreicher Gigartina in blauem Licht stets erstaunlich 
niedrig, wihrend phycocyanfreie, aber fucoxanthinreiche Dictyota im Blau 
simtlichen griinen und roten Vergleichspartnern weit iiberlegen war. 

Alle diese Befunde lieBen es wiinschenswert erscheinen, die hier 
aufgedeckten Beziehungen zwischen Farbton, Lichtausnutzung und 
Stoffgewinn noch in anderer Hinsicht assimilationsékologisch zu ver- 
tiefen, namlich fiir die Analyse der umstrittenen kom plementaren Farben- 
adaption der Meeresalgen. Das ist bereits im Herbst 1932! auf der 
Insel Stord in Norwegen geschehen. Doch sollen diese Fragen hier nicht 
niher behandelt werden (vgl. dazu Montfort, 1933,). 


D. Zusammenfassung. 


1. Es wird dargelegt, daB die Konstituenten der griinen Rotalgen- 
zone (,,Gigartina‘‘-Assoziation) des oberen Litorals der skandinavischen 
Brandungskiiste gewoéhnlichen Starklichtalgen des entsprechenden 
Horizontes weder physiologisch noch 6kologisch gleichwertig sind. 
Da sie nur standortékologisch, nicht aber funktionell Starklichtpflanzen 
sind, miissen sie trotz der Bildung formationsbiologisch normaler Zonen 
als funktionell disharmonische Modifikationen aufgefaBbt werden. 

2. Der Zustand dieser Disharmonie wird durch  vergleichende 
Priifung der Photosynthese, der Atmung und des Quotienten der 
Stoffbilanz naher beleuchtet und an den Leistungen des griinen Normal- 
typus (Grimalgen) sowie an Tiefseerotalgen gemessen. 

3. Durch den Vergleich mit einer Standortsmodifikation von Clado- 
phora rupestris laBt sich entgegen der Anschauung von Wurmser zeigen, 
daB die relative Depression der Photosynthese bei vergriinten Rotalgen 
unabhaingig von der Photooxydation des Phycoerythrins und dem Vor- 
handensein oder Fehlen von Nebenpigmenten iiberhaupt erfolgt. 

4. Dem disharmonischen Griintypus der Starklicht-Rotalgen wird 
der phycocyanreiche schwarzviolette Schattentypus derselben species 
gegeniibergestellt. Seine physiologische Sondernatur innerhalb der 
Rotalgen erweist sich sowohl in der relativ starken Ausnutzung von 
Lichtsteigerungen wie in der Gestaltung einer iiberlegenen Stoffbilanz. 

5. Eine Verbindung der durch Aylin aufgeklarten biochemischen 
Verhiltnisse der Farbung der Algen mit den hier aufgedeckten licht- 
physiologischen Zustinden und Leistungen der Chromatophoren macht 
es wahrscheinlich, daB die relative funktionelle Uberlegenheit schwarz- 
violetter Schattenflorideen in starkem MaBe auf ihrem Gehalt an Phyco- 

1 Unabhingig von den inzwischen veréffentlichten Versuchen von 


Ehrke (1932). 
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evan beruht. Ein indirekter Beweis fiir die Fahigkeit solcher Rotalgen, 
fast das gesamte sichtbare Spektrum abzufangen und photosynthetisch 
auszunutzen, wird darin erblickt, daB sie im Gegensatz zu rein griinen 
und rein roten Algen auch gelbes Licht relativ stark zur CO,-Assimilation 
verwenden kénnen. 
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Die Bestimmung kleiner Brommengen neben gréberen 
Mengen Chior und Jod. 


Von 
S. H. Bertram. 


(Aus dem pharmako-therapeutischen Laboratorium der Universitat 
Amsterdam. ) 


(Eingegangen am 18, Marz 1933.) 


In letzter Zeit findet die Frage der Bestimmung minimaler Brom- 
mengen neben gréBeren Mengen Chlor und Jod ein erhéhtes Interesse. 
Insbesondere gaben hierzu die Verdéffentlichungen von Pincussen, 
H. Zondek und Bier (1) Veranlassung, die auf Grund ihrer Bestimmungen 
zu weitgehenden Schliissen kommen hinsichtlich des Schlafes (Br-Gehalt 
der Hypophyse) und des manisch-depressiven Irreseins (Br-Gehalt 
des Blutes). Die Berechtigung zu solchen Schliissen hangt aber von der 
Zuverlassigkeit der benutzten Methodik ab; die zur Brombestimmung 
angewandten Methoden (2) scheinen mir aber zu falschen Ergebnissen 
fiihren zu missen. Nicht nur ich (3) habe schon friiher auf die Unzu- 
verlissigkeit dieser Verfahren hingewiesen, sondern dies ist auch in 
letzter Zeit von verschiedenen Seiten geschehen (4), unter denen 
Hartner auch eine bessere Methode angegeben hat (siehe spiter). 

Das Problem der Brombestimmung in Organen und Koérper- 
fliissigkeiten zerfallt in zwei Teile: 1. Die quantitative Trennung des 
Broms von Chlor und Jod. 2. Die Mineralisierung der organischen 
Substanz. 

Es ist ohne weiteres klar, daB man zur Brombestimmung in Organen 
und dergleichen zuerst tiber ein einwandfreies quantitatives Trennungs- 
verfahren verfiigen muB. Die Trennung von Br- und J-Ion_ liefert 
keine groBen Schwierigkeiten, da es durch eine grobe Reihe verschiedener 
Oxydationsmittel méglich ist, das J’ zu nicht fliichtiger Jodsiure 
zu oxydieren, wahrend das Br’ hierbei nicht weiter als zu Br, oxydiert 
wird. Bedeutend schwieriger ist aber die Trennung des Br-Ions 








ym- 


Sse. 
En, 
ven 
alt 
alt 
der 
ing 
sen 
zu- 
in 
1en 


er- 
des 
1en 


1en 
gs- 
ert 
ner 
ure 
ert 


ms 








Bestimmung kleiner Brommengen. 203 


vom Cl-Ion. Vermutlich wegen der einander viel naher liegenden 
Oxydationspotentiale dieser beiden Tonen ist es nicht leicht, ein 
spezifisch wirkendes Oxydationsmittel fiir das Br’ in auBerst geringer 
Konzentration zu finden. Die hierfiir ausgearbeiteten Trennungs- 
methoden sind vielfach Modifikationen des alten Berglund schen K MnQ,- 
Verfahrens (5). Indessen geben diese einerseits keine geniigende Garantie, 
daB nicht auch geringe Mengen Cl’ zu Cl, oxydiert werden und das 
Brom wirklich quantitativ gefunden wird, andererseits sind auch die 
vorgeschlagenen Modifikationen recht kompliziert und langwierig; 
auBberdem fiihren nach Hadrtner sehr kleine Variationen der Saurekonzen- 
tration zu ganz fehlerhaften Ergebnissen (7). 

Seit *, Jahren habe ich viele hundert Versuche angestellt mit 
solchen Methoden, die nach der Literatur als am aussichtsreichsten 
gelten konnten, jedoch ohne befriedigenden Erfolg. 

Unter teilweiser Verwendung von an sich bekannten Prinzipien 
habe ich ein Trennungsverfahren ausgearbeitet, wonach Brom in kurzer 
Zeit mit einer Genauigkeit von etwa 5 bis 10 y neben gréBeren Mengen 
Chlor und Jod zu bestimmen ist. Von besonderer Wichtigkeit scheint 
mir, da} kleine Variationen im Gebrauch der verwendeten Chemikalien 
die Zuverlassigkeit kaum beeinflussen. Das Prinzip des Verfahrens 
ist die wiederholte Oxydation von Br’ zu Br, durch eine kochende 
Losung von K MnQ,, angesauert mit KHSO, und gepuffert mit K,SO,. 
Der Siuregrad der Loésung ist dabei so festgelegt, daB unter diesen 
Bedingungen das Cl’ praktisch nicht oxydiert wird, wahrend das J’ 
quantitativ zu HJO, wird. Die oxydierende Wirkung wird beeinfluBt 
und 1aBt sich demgemaB durch Anderungen der Konzentration des: 
1. Kaliumbisulfats, 2. Kaliumsulfats, 3. Kaliumpermanganats abstufen. 

Durch systematisches Studieren der optimalen Bedingungen in 
mehreren Versuchen bin ich zu der folgenden Arbeitsweise gekommen. 


Trennungsverfahren. 


Die zu untersuchende L6ésung, welche die Halogene als lonen, keine 
N-Verbindungen und keine anderen als Alkalimetalle enthalten darf, wird 
durch zweckmaBige Konzentration oder Verdiinnung aut 50 cem gebracht 
und in einen Destillationsapparat gefiillt. 

Dieser Apparat besteht aus einem 300 ccm Jenaer Destillationskolben 
mit eingeschliffenem Stépsel und angeschliffenem vertikal heruntergehendem 
Kiihler. Die Verbindung vom Kolben mit dem Kiihler ist ein (rasrohr, 
welches zuerst aufwarts gebogen ist (und in diesem Teile von einer kleinen Er- 
weiterung, als Spritzkolben, versehen ist) und dann wagerecht verlauft 
bis tiber den Kiihler, wo es senkrecht heruntergebogen ist und in ein Schliff- 
stiick zur Verbindung endet. 

Vor dem Einfiillen der Lésung ist der Kolben zu beschicken mit: 
1. 2,5g¢g KHSO,, 2. 5g K,SO,, 3. 1.5ccem kaltgesattigter K MnO 4-Losung, 
4. einigen Glasperlen (als Siedesteine). 
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Der Kolben wird auf eine Asbestplatte mit kreisfOrmigem Loch von 
4,5cem Durchmesser gestellt und mit vollem Bunsenbrenner erhitzt. 
Als Vorlage dient ein kleiner Erlenmeyer-Kolben von 50 cem (mit Mafstrich 
bei 45 cem), in welchem sich 3 cem 0,1 °gige KJ-Lésung und 2 ccm Wasser 
befindet, angeséiuert mit einigen Kristallen KHSO,. Die Miindung des 
Kiihlers soll in die Fliissigkeit der Vorlage tauchen. 

Es wird nun abdestilliert, bis die Vorlage sich bis zur Marke gefiillt 
hat. Der ganze Apparat wird dann griindlich gereinigt, und das erste 
Destillat noch einmal (Vorlage mit 5cem Wasser nachspiilen) auf genau 
gleiche Weise mit denselben Mengen Reagenzien destilliert. Das so er- 
haltene zweite Destillat enthalt eine dem Brom aquivalente Menge freies 
Jod, ist aber zur direkten genauen Titration zu verdiinnt. Es wird nun 
zwecks Konzentration, nach Anséuern mit 5 Tropfen 4n H,SO,4, noch 
einmal destilliert (Glasperlen); dies geschieht am besten in einem zweiten 
Destillationsapparat (man kann aber auch den ersten Apparat wieder 
benutzen, muB aber, auch wenn der Kolben anscheinend rein ist. diesen 
doch noch mit mit Oxalsaéure versetzter Schwefelsaéure reinigen, damit keine 
Spur von MnO, an den Wanden iibrig bleibt). Vorgelegt wird jetzt eine mit 
2 Tropfen 4n H,SO, und 10 Tropfen 1° ,iger léslicher Starkel6sung ver- 
setzte Lésung von einem kleinen Kristall KJ in 3 cem Wasser. Die Miindung 
des Kiihlers befindet sich wieder unter dem Fliissigkeitsspiegel. Nachdem 
etwa 10 cem iibergegangen sind, wird die Vorlage durch eine zweite, genau 
so praparierte ersetzt, und die erste mit n/1000 Thiosulfat titriert (Mikro- 
biirette). N6tigenfalls wird auch die zweite Vorlage_ titriert. Die 
Titrationen geschehen am besten bei hellem Tageslicht mit weiBer Unterlage 
unter Vergleich mit einem Kélbchen, gleich hoch gefiillt mit reinem Wasser. 


Bemerkungen zu dem Verfahren. 


Die verwendeten Chemikalien sind ,,handelsreine*, nur die Schwefel- 
saure ist ..Kahlbaum**. Ein Leerversuch zeigt die Abwesenheit von 
Brom. Das KHSO, soll nicht etwa umkristallisiert werden, weil es dann 
meist viel K,SO, enthalt. Alles verwendete Wasser ist unter Verwerfung 
des ersten und letzten Fiinftels iiber Ba(OH), und KMnO, destilliert 
worden. Selbstversténdlich muB alles frei von jeder Spur organischer 
Substanz sein. Auch diirfen die Schliffe von St6épsel und Kiihler nicht 
eingefettet werden, sondern nur mit Wasser befeuchtet sein. Die Biegungen 
der Verbindung vom Kolben und Kiihler verhindern das Uberspritzen 
jeder Spur der KMnO,-Lésung. 

Alle Glassachen werden mit Lauge, dann mit oxalsdurehaltiger 
Schwefelsaure, zuletzt mit reinem Wasser griindlich gereinigt. Enthalt 
die zu untersuchende Lésung Spuren von salpetriger Séure, so muh 
diese zuerst nach Anséuern mit H,SO, mit NaN, versetzt und aus- 
gekocht werden (8); nachfolgendes Neutralisieren auf Lackmus (tiipfeln) 
ist danach noch nétig; sie ist dann wie oben weiter zu verarbeiten. 

Die n/1000 Thiosulfatlésung (1 ccm = 80 y Br) wird gegen eine frisch 
bereitete KJ O,-Lésung eingestellt. AuBerdem wird der Wirkungswert der 
Thiolésung noch bestimmt durch Ausfiihrung der Brombestimmung, wie 
beschrieben, mittels einer sehr verdiinnten reinen K Br-Lésung von be- 
kanntem Gehalt. Bei richtigem Arbeiten und bei Benutzung reiner Chemi- 
kalien stimmen Einstellung gegen KJ O, und gegen K Br praktisch tiberein. 
Die Titrationen der Einstellung werden in ungefahr denselben Mengen Fliissig- 
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keit gemacht wie nachher bei den Bestimmungen, somit ist keine Korrektur 
fir die Empfindlichkeit der Jodstarkereaktion n6étig (wir bestimmten 
diese in Ubereinstimmung mit Reith (9) auf etwa 0,1 » J pro Kubikzenti- 
meter). 

Das erste Destillat enthalt auBer allem Brom noch eine geringe Menge 
Chlor, welche bei der zweiten Destillation zuriickbleibt. 

Die Tabellen L und II zeigen, wie bei nur einmaliger Destillation 
mit leem KMnQO,-Lésung unter verschiedenen Bedingungen die 
iibergegangenen Mengen Chlor und Brom sich verhalten. 


Tabelle LI. Tabelle II. 





Br in y tbergehend bei 
Destillation; von 1007 KBr 
(67,27 Br) 


Cl in y tibergehend bei Destillation; 
von 500mg NaCl (303000 y Cl) 


g KySO, 0 1 25 5 10] 0 25! 5 | 10 
1815 150 88 34 17 | 65,4 | 37,8 349/ — 
10.000 1100 = =230 135 | 1171662 62.2 69,2 67,2 
| — |5440 | 1730 


g KHSO, 





oN 
or 


Am besten laiBt eine graphische Wiedergabe erkennen, da beim 
Gebrauch von 2,5g KHSO,, 5g K,SO, und 1 ccm KMnO,-Lésung 
das Brom noch quantitativ gefunden wird, wihrend vom Chlor nur ein 
geringer Teil (0,045°,) tibergeht: eine Erhéhung der K,SO,-Menge 
hat darum nur wenig Zweck. Tabelle IIT zeigt, wie die K MnO,-Kon- 
zentration bei Gebrauch von 2,5 g KHSO, und 5g K,SO, bei nur ein- 
maliger Destillation die tibergehende Menge Chlor und Brom beeinfluBt, 


Tabelle III. 





cem K Mn0,- Cl in y itibergehend Br in y tibergehend 
Losung von 303000 Cl-lon von 67,2 Br-Ion 
0,2 — 32,2 
1,0 135 69.0 
2,0 236 67,7 
3.9 1130 67,2 


Die graphische Darstellung dieser Ziffern zeigt deutlich, daB unter 
diesen Bedingungen bei Verwendung von mindestens 1 ccm KMn0O,- 
Lésung das Brom praktisch quantitativ gefunden wird und die iiber- 
destillierende Menge des Chlors erst bei Verwendung von mehr als 2 cem 
dieser Lésung rasch ansteigt. 

Als optimale Bedingungen haben wir nun die Verwendung von 
25g KHSO,. 5g K,SO, und 1,5 cem KMnO,-Lésung angenommen. 
Die bei einmaliger Destillation noch iibergehende geringe Menge Chlor 
(etwa 0.06°.) wird bei der Wiederholung soweit heruntergedriickt, 
daB sie nicht mehr nachzuweisen ist. 
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Einige Beleganalysen. 





Nr Gehalt der Lésung Bestimmt 
y Cl’ x J’ y Br’ y Br’ Fehler 7 Br’ 

728 6 0 0 0 0 
762 303 000 2300 0 0 | 0 
766 303 000 2300 336 335 — 1,0 
965 0) 0 334 329 — 5.0 
&35 0 0 134.4 140 - 5.6 
C 240 009 2669 134,4 130 — 44 
765 3803 000 2300 67,2 66,2 1,0 
763 303 000 2300 67,2 63.6 — 36 
Bb 24 000 806 60,4 67,7 + 7,3 
767 303 000 2300 33.6 32,0 — 1.6 
769 303 000 2300 14.1 t7,2 + 3.0 
A 12 000 670 13,7 14,2 + 05 
768 303 000 2300 10,0 8,7 1,3 
779 303 000 0 5.3 5.4 + 0,1 


Die Analysen A, B und © sind von Lésungen gemacht worden, 
welche von Dritten angefertigt wurden und uns zur Zeit der Bestimmung 
ganz unbekannt waren. Uber den zweiten Teil der Brombestimmung 
in Organen: ,,Die Mineralisierung der organischen Substanz‘* hoffen 
wir in kurzem berichten zu kénnen. 


Zusammenfassung. 

Das hier beschriebene Verfahren gestattet mit einer Genauigkeit 
von etwa 5 bis 10 y Brom neben einer gréBeren Menge Chlor (8300000 y 
Cl-lon) und Jod (2500 y J-Ion) zu bestimmen. Hier ist nur die an- 
organische Seite des Problems behandelt, ein zweiter Teil: ,, Die Minerali- 
sierung der organischen Substanz** folgt spéater. 
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Uber den Einflu6 des Tannins 
auf Toxinwirkungen, Himolyse und Agglutination. 


Von 
Alfred Klopstock und Erwin Neter. 


(Aus der wissenschaftlichen Abteilung des Instituts fiir experimentelle 
Krebsforschung in Heidelberg.) 


(Eingegangen am 19, Mdrz 1935.) 


Seitdem Landsteiner (mit v.Jagic und Rock!) zeigen konnte, dab 
kolloidale Kieselsaure rote Blutkérperchen agglutinieren und bei Gegen- 
wart von Komplement die Komplementhimolyse vermitteln kann, 
hat man mehrfach nach derartigen Modellen der Antikérperwirkung 
gesucht. 

In neuerer Zeit ist durch die Untersuchungen von Reimer und seinen 
Mitarbeitern Fischer, Kopp, Strillich? nach vorangegangenen Versuchen 
von Stern? die Aufmerksamkeit insbesondere auf das Tannin gelenkt worden 
(vgl. auch Neufeld und Etinger-Tulezynska*, Freund®). In der Tat scheint 
das Tannin insofern gewisse Modelleigenschaften fiir die Antikérperwirkung 
zu besitzen, als rote Blutkérperchen durch Tannin agglutiniert sowie der 
Komplementhaimolyse und Phagozytose zugiinglich gemacht werden. 
Ferner bewirkt Tannin im Verein mit den zur Wassermannschen Reaktion 
dienenden Organextrakten Komplementbindung. (rerade in letzterer 


1 K. Landsteiner u. N.v. Jagic, Miinch. med. Wochenschr. 1904, 
S. 1185; AK. Landsteiner u. H. Rock, Zeitschr. f. Immunitatsforschung 14, 
14, 1912. 

2 L. Reiner u. Oe. Fischer, Zeitschr. f. Immunitatsforschung 61. 313, 
1929; L. Reiner u. H. Kopp, ebenda 61, 397, 1929; L. Reiner u. L. Strillich, 
ebenda 62, 405, 1929; L. Reiner, ebenda 61, 459, 1929. 

3 PR. Stern, diese Zeitschr. 144. 115, 1924. 

4 F. Neufeld u. Etinger-Tulezynska, Zentralbl. f. Bakt. I. Orig., 114, 
225, 1929. 

5 J. Freund, Proc. soc. exper. Biol. and Med. 26, 876, 1929; 28, 65, 1930; 
J. Immunol. 21, 127, 1931. 
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Hinsicht mahnen allerdings die Versuche von Sachs und Behrens! zw 
Vorsicht. Sie haben gezeigt, daB offenbar die Fahigkeiten der Extrakt- 
verdiinnungen zur _Komplementbindung mit Tannin und mit Antikérpern 
unabhangig voneinander sind. Die Extraktverdiinnungen lieBen sich so 
verandern, daB keineswegs ein Parallelismus zwischen ihrer Antigentunktion 
und ihrer Fahigkeit zur Komplementbindung mit Tannin zu bestehen schien. 
Sachs und Behrens sagen daher: ,,Die Tanninreaktion mit Lipoidreagenzien 
erscheint uns eher als Modell der Labilitaétsreaktionen als ein solches der 
spezifischen Antikérperreaktionen*. 

Um so bemerkenswerter muBten Untersuchungen von Freund er- 
scheinen, nach denen Tannin auch Diphtherie- und Tetanustoxin zu ent- 
giften vermag. Um eine einfache Zerst6rung des Toxins diirfte es sich 
hierbei nicht handeln, da Optima der Entgiftung bei mittleren Tannindosen 
vorhanden sind und die Entgiftung auBerordentlich rasch erfolgt.  Gerade 
diese Versuche tiber die Entgiftung der Toxine muBten eine weitere Analyse 
der Tanninwirkung wiinschenswert erscheinen lassen. Wir stellten es uns 
daher zur Aufgabe, auch Hamotoxine in den Bereich der Priifung zu ziehen 
und diese Untersuchung auch auf haimolytische Stoffe auszudehnen, denen 
eine Antigenfunktion nicht zukommt. 


Unsere Versuche galten zunachst der Frage, ob auch die hdamo- 
lytische Wirkung des Kobragiftes durch Tannin aufgehoben werden 
kann. DaB das in der Tat bei der direkten Haimolyse von Meer- 
schweinchenblutkérperchen durch Kobragift der Fall ist, zeigt das 
folgende Versuchsbeispiel. 


Das Tannin (Praparat von Merck) wurde in einer | °oig. Ausgangslésung 

in 0,9 %ig. Kochsalzlésung verwandt und fiir alle Versuche durch Zutfiigen 

von n/10 Natronlauge auf ein py von 6,8 gebracht, festgestellt mittels der 

Michaelisschen Indikatorenreihe. Zur Erreichung dieses py mubte etwa 
g 

10cem einer n/10 Natronlauge auf 10cem der Tanninlésung zugegeben 

werden. 


Absteigende Mengen derartiger '/,%ig. Tanninl6sung wurden mit 


a) je 0,5cem ?/,, %ig. Kobragiftlésung 
| 4 1, 

BD) » GS ws = és 
1 Stunde bei 37° gehalten. Sodann erfolgte Zusatz von je 0,25 c¢em einer 
5% ig. Suspension gewaschenen Meerschweinchenblutes. Die Hamolyse, 
die nach 10 Minuten langem Stehen im Brutschrank von 37° (x), nach 15 Mi- 
nuten (f), sowie nach einstiindigem Brutschrankaufenthalt und daraut 
folgendem 24stiindigem Verweilen im Eisschrank (7) eingetreten ist, zeigt 


Tabelle L?. 


1 H. Sachs u. H.O. Behrens, diese Zeitschr. 250, 352, 1932. 
2 Die Hamolysegrade sind in der tiblichen Weise geschat zt und folgender- 
maBen notiert: 


k komplette Hamolyse w = wenig Hamolyse 
fk = fast komplette Hamolyse sp = Spur Hamolyse 
st = starke Hamolyse spch = Spiirchen Hamolyse 


m = maBige Hamolyse 0 = keine Hamolyse 
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Tabelle L. 





; Hiimolyse von Meerschweinchenblut durch Gemische von Tannin und 
Absteigende . noni e a 


Mengen der a b 
1/y pigen 
Tanninlosung 1/59 © giger Kobragiftlisung 1 9 ° oiger Kobragiftlisung 
ecm a p } a 3 7 
0,5 0 0 0 0 0 0 
0.25 0 i) 0 0 0 0 
O15 0 0 0 0 0 0 
0,1 0 0 0 0 0 st 
0,05 0 0 0 0 w fk 
0,025 0 0 fk k k k 
0,015 0 0 k k k k 
0,005 0 0 k k k k 
0.0025 0 0 k k k k 
0,0015 k k k k k k 
0 0 k k k k k 


Die Tabelle zeigt, dap die Hamolyse durch Kobragift selbst bei An- 
wendung vielfacher Multipla der hamolytischen Grenzdose'! durch Tannin 
gehemmt wird. Die Méglichkeit, daB diese Hemmung durch Abweichung 
der Wasserstoffionenkonzentration vom Neutralpunkt bedingt sein 
kénnte, haben wir dadurch auszuschalten gesucht, daB wir das pu des 
Tannins diesem stark angenidhert haben. Uberdies zeigen direkte Ver- 
suche, daB die hamolytische Wirksamkeit unseres Kobragiftes zwischen 
pu 6,3 und 8,3 gleichsinnig beeinfluBt wird, wie die hemmende Wirkung 
durch Tannin; d. h. wahrend die Kobragifthimolyse auf der alkalischen 
Seite des Neutralpunktes beschleunigt wird, wird die Hemmung der 
Haimolyse gleichfalls verstarkt. 

Bei der ersten Ablesung (Reihe a der Tabelle I) scheint eine beschleuni- 
gende Wirkung kleiner Tannindosen auf die Kobragifthamolyse vorzuliegen. 
Diese durch Tannin verursachte Beschleunigungszone haben wir in wieder- 
holten Versuchen beobachten kénnen. Im allgemeinen war sie aber lediglich 
unter Beriicksichtigung der zeitlichen Momente festzustellen und ver- 
wischte sich, wie auch Tabelle I zeigt, schon nach kurzer Versuchsdauer. 
Es ist bemerkenswert, daB auch bei den iibrigen im Verlauf der Unter- 
suchungen gepriitten hamolytisch wirkenden Substanzen (Saponin, glykokol- 
saures und 6lsaures Natrium) derartige Beschleunigungszonen durch 
Tannineinwirkung beobachtet werden konnten, und zwar bei glykokol- 
saurem und 6lsaurem Natrium mit aller Deutlichkeit, bei Saponin wenigstens 
angedeutet. Wir konnten diese interessante Erscheinung nicht weiter 
verfolgen. 

In dem soeben wiedergegebenen Versuch hat die Mischung von 
Tannin und Kobragift vor Blutzusatz 1 Stunde bei 37° gestanden. 
Es hat sich jedoch herausgestellt, da der Evntritt der die Hamolyse 


! Diese lag bei einer Verdiinnung von 1 : 200 bzw. 1: 2000 der 1 ° igen 
Giftl6sung (Ablesung nach 30 Minuten bzw. 24 Stunden). 
Biochemische Zeitschrift Band 261. 14 
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hemmenden Tanninwirkung weitgehend unabhdngig von zeitlichen Fak- 
toren ist. Sie scheint praktisch sofort zu erfolgen. Das steht in Uberein- 
stimmung mit den Beobachtungen von Freund, nach denen die Ent- 
giftung von Diphtherie- und Tetanustoxin ebenfalls auBerordentlich 
rasch vor sich geht. Die Geschwindigkeit des Eintritts der Tannin- 
wirkung zeigt sich besonders deutlich dadurch, daB es gelingt, auch 
nach vorangehender Mischung von Blutkérperchen und Kobragift 
durch Tanninzusatz die Himolyse zu verhindern. 

Absteigende Mengen !/5) °9ig. ~Kobragiftlbsung (Volumen 0,5 ccm) 
wurden in Doppelreihen mit je 0,25cem 5° ig. Meerschweinchenblut- 
suspension versetzt und in den Brutschrank gebracht. Als nach 10 Minuten 
die Hamolyse deutlich begonnen hatte (Ablesung x), wurden zur 

Reihe I 0,5cem !/; %oig. Tanninlésung, 
110.5 ,, 0,9... Kochsalzlésung 


hinzugegeben. e 
Die nach 30 Minuten (/) und 2 Stunden (7) langem Stehen im Brut- 


schrank von 37° eingetretene Hamolyse zeigt Tabelle II. 
Z ; 


Tabelle II. 





Himolyse von Meerschweinchenblut durch Kobragift 


1/., 0),ige : : ie : 
" Ptcagg I i 
giftlosung vor dem nach dem Zusatz vor dem nach dem Zusatz 
Zusatz von Tanninlésung Zusatz von Kochsalzlisung 
ecm « p y « ; } 
0,5 k k k k k k 
0,25 k k k k k k 
0,15 m k k m k k 
0,1 0 sp k 0 k k 
0,05 0 0 0 0 w k 
0,025 0 0 0 0 sp k 
0,015 0 0 0 0 0 k 
0,91 0 0 0 0 0 w 
0,005 0 0 0 0 0 speh 
0,0025 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 


Die Tabelle zeigt, daB nach Tanninzusatz die Kobragifthimolyse 
unterdriickt wurde, wie in Teil I des Versuchs Vergleich der Ablesung « 
mit den Ablesungen # und y zeigt, wahrend sie in Teil IT noch stark weiter- 
geht. Dabei ist zu beriicksichtigen, daB zwischen der Ablesung x und 
dem Tanninzusatz aus technischen Griinden eine gewisse Zeit verstreicht, 
in der das Kobragift noch wirken kann. Das Protokoll stellt also die 
Verhaltnisse weniger giinstig fiir die Aufhebung der Hamolyse durch 
Tannin dar, als sie in Wirklichkeit wohl sind. 

Um zu entscheiden, ob das Tannin auf das Kobragift selbst wirkt. 
oder ob es nicht etwa durch Beeinflussung der roten Blutkérperchen 
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die Kobragifthamolyse hemmt, wurde untersucht, wie sich Meer- 
schweinchenblutkérperchen  gegeniiber der Kobragifthamolyse — ver- 
halten, die vorher mit hamolysehemmenden Tannindosen behandelt 
worden waren. 


Absteigende Mengen !/;° ig. Tanninlésung (Volumen 0,5 cem) wurden 


in zwei Parallelreihen. und zwar 
1. unter Zusatz von 0,5 cem !/i) °oig. Kobragiftlésung, 
a: no +s » 0.25 ., 5% ig. Meerschweinchenblutsuspension 


| Stunde bei 37° gehalten wurde. Sodann wurde die zweite Reihe abzentri- 
fugiert, abgegossen und die Sedimente in 0.5cem Kochsalzlésung und 
0.5cem !/y. ig. Kobragift aufgenommen (Reihe b der Tabelle TIT). Zu 
gleicher Zeit wurden zur ersten Reihe 0,25 ccm Meerschweinchenblut zu- 
yegeben (Reihe a der Tabelle IIT) und zu den Abgiissen der zweiten Reihe 
( Reihe ¢ der Tabelle IIL) 0.5 com ! 19 Coig. Kobragiftlésung und 0,25 cem 
Meerschweinchenblutsuspension zugefiigt. 


Die nach einstiindigem Brutschrankautenthalt eingetretene Hamolyse 
veht aus Tabelle II] hervor. 


Tabelle ILI. 





Hamolyse von Meerschweinchenblut durch Kobragift 
nach Tannineinwirkung 


1 oige 
Tanninlosung a auf die Blutsuspensionen 
auf das Kobragift b “ 

cem Blutsediment Abguis 
0.5 0 k 0 
0,25 0 k 0 
015 0 k k 
0.1 0 k k 
0,05 sp k k 
0,025 k k k 
0 k k k 


Es zeigt sich also, daB das mit Tannin’ vorbehandelte Meer- 
schweinchenblut der Kobragifthimolyse uneingeschrankt zugiinglich 
ist. Bei friihzeitiger Ablesung war allerdings eine gewisse Hemmung 
der Hamolyse zu erkennen. Als aber in anderen Versuchen die Sedimente 
vor Zugabe des Kobragiftes gewaschen wurden, war selbst diese gering- 
fiigige zeitliche Hemmung nicht mehr zu bemerken. Sie ist also aller 
Wahrscheinlichkeit nach auf im Blutsediment zuriickgebliebene tannin- 
haltige Zwischenfliissigkeit zu beziehen. <Auffallig ist allerdings, daB 
in der Reihe c) wesentlich geringere Hemmungswirkung zu bemerken 
ist als in Reihe a). Man muB also annehmen, daB ein Teil der Tannin- 
wirkung durch Digerieren mit Meerschweinchenblut und nachfolgendem 
Zentrifugieren verlorengegangen ist. Mdéglicherweise ist eine gewisse 
Bindung des Tannins an die roten Blutkérperchen eingetreten. Diese 
Bindung wiirde aber jedenfalls die Hamolyse nicht im Sinne einer 

14* 
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Hemmung beeinflussen kénnen. Man muB also schlieBen, dap dir 
Hemmung der Kobragifthimolyse durch Tannin tatsdchlich auf eine 
Beeinflussung des Kobragijtes zu beziehen ist. 

Bekanntlich beruht die hamolytische Wirkung des Kobragiftes 
auf der fermentativen Entstehung des Monofettséurelecithins (Kobra- 
lecithid) aus dem Lecithin. Bei Meerschweinchenblut ist die Speicherung 
der Lipoide in den Blutkérperchen derart, daB sie der direkten Kobra- 
giftwirkung zuganglich sind. Bei anderen Blutarten, wie dem Hammel- 
blut, sind die Lipoide der Blutkérperchen der Kobragiftwirkung nicht 
ohne weiteres zugingig. Hammelblut wird erst gelést, wenn eine Akti- 
vierung durch Lecithin erfolgt. Daf’ auch unter diesen Umstanden 
Tannin die Kobragift-Lecithinhamolyse hemmt, zeigt das folgende 
Versuchsbeispiel. 

Absteigende Mengen '/;°,ig. Tanninlésung (Volumen 0,5 cem) wurden 
gemischt mit 

a) 0,25cem ! sg °oig. Kobragiftlésung, 

b) 0.25) ., 509 Coig. Kobragiftlésung und 0,25 cem 50fach verdiinnter 
1°,ig. alkoholischer Lecithinlésung (.Verck), 

c) 0,25)... 50fach verdiinnter 1° ig. alkoholischer Lecithinl6sung 
(Merck). 

Nach !/,stiindigem Stehen bei 37° wurde hinzugefiigt zur 
Reihe a) 0,25cem 50fach verdiinnter | °jig. Lecithinlésung — 0,25 com 
5% ig. Hammelblutsuspension, 


b) 0,25 ., 5%ig. Hammelblutsuspension, 
C) 0,25) ., 1 599 Coig. Kobragiftlésung + 0.25 cem 5%, 


blutsuspension. 


ory 


g. Hamme!l- 


9 


Die nach zweistiindigem Aufenthalt im Brutschrank und nach nach- 
folgendem 2! ),stiindigem Verweilen im Eisschrank eingetretene Hamolyse 
zeigt Tabelle LV. 

Tabelle IV. 





Himolyse von Hammelblut durch Kobragift und Lecithin 
nach Einwirkung von Tannin auf 


_. ts oige ; Sinai meade pwns tak Recte’ oes eee 
Tanninlésung ” b ‘ 
cem | Kobengitt —— pot aga Lecithin 

0,5 0 0 0 

0,25 0 0 0 

0,15 0 0 0 

0,1 0 fk fk 

0,05 fk k k 

0,025 k k k 

0 k k k 


Der Versuch zeigt, dag Tannin die Hamolyse von Hammelblut 
durch Zusammenwirken von Kobragift und Lecithin hemmt, wobei es 
wenig Unterschied ausmacht, ob Tannin erst mit Kobragift gehalten 
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und sodann Lecithin und Hammelblut zugesetzt wird (Reihe a), oder 
ob Tannin mit dem Gemisch von Kobragift und Lecithin (b) gestanden 
hat, oder ob schlieBlich Kobragift und Hammelblut zu einem Gemisch 
von Tannin und Lecithin zugegeben werden (c). 

Der Annahme einer direkten Beeinflussung des Kobragiftes durch 
Tannin entsprechen die Ergebnisse von Tierversuchen, nach denen 
Tannin imstande ist, die tédliche Wirkung des Kobragiftes auf Mause 
zu verhindern oder doch wenigstens sehr erheblich zu verzégern, und 
zwar nicht nur, wenn Tannin und Kobragift vor der Injektion im Reagens- 
glas gemischt worden sind, sondern auch, wenn sie an getrennten Stellen 
gleichzeitig injiziert worden sind, sogar dann noch, wenn Tannin in 
der Anordnung des Schutzversuchs vor dem Kobragift an einer anderen 
Stelle als dieses einverleibt worden ist. 

Wir geben zuniachst ein Beispiel fiir die Entgiftung des Kobragiftes 
durch Tannin im Mischungsversuch. 

Je eine Maus erhielt 0.5 cem eines gleichteiligen Gemisches aus ! jo) gig. 
Kobragiftlésung und 

a) !/, %ig. Tanninlésung 

b) "/1 °oig. 

C) */—o %ig.- 

A) */se9 ig. - 

e) Kochsalzlésung 
subeutan eingespritzt, nachdem die Gemische *'/, Stunde im Brutschrank 
gestanden hatten. Das Ergebnis geht aus Tabelle V_ hervor. 


Tabelle V. 





Subcutane Injektion eines gleichteiligen Gemisches aus ! ; 99 ° oiger 





Stunden Kobragiftlisung und Tanninlisung 
nach a cerenaaes 
Injektion a b ¢ d e 
Ig %%g 1is9 %Co l/s9 %o 1 oso lo Kochsalzlosung 
3 munter munter lebt lebt 7 
5 lebt lebt krank krank 
6 . ‘: + ; 
21 ‘i krank 
24 a 7 
120 ‘ 


Es zeigt sich also, daB die} ,° ,ige Tanninldsung eine sicher todliche 
Dosis des Kobragiftes entgiftet hat, und zwar handelt es sich um das 
doppelte Multiplum der tédlichen Grenzdosis. Bei geringeren Tannin- 
dosen wurde der Eintrit des Todes deutlich verzégert. Dieses Ergebnis 
konnte in wiederholten Versuchen bestatigt werden. Es schwankt 
nur die kleinste Tannindosis, die noch eine deutliche Verzégerung des 
Todes herbeifiihrt, und ferner konnte auch selbst durch die gréBten 
Tannindosen der Tod nicht regelmaBig verhindert, sondern vielfach 
nur stark hinausgeschoben werden. Jedenfalls aber war diese Ver- 
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zogerung des Todes immer sehr ausgesprochen, so daB von einer ge- 
wissen antitoxischen Wirkung des Tannins mit Sicherheit gesprochen 
werden kann. Selbst bei intravendser Injektion des Gemisches aus Tannin 
und Kobragift blieb die den Eintritt des Todes verzégernde Tannin- 
wirkung bestehen. Da Tannin bei dieser Art der Einverleibung fiir Mause 
selbst giftig ist, kann man die Dosis nicht iiber 0,5 ccm einer 
Tanninl6sung steigern. 

Die Schutzwirkung des Tannins bei prophylaktischer Tannin- 
injektion zeigt das folgende Versuchsbeispiel. 


6 olgen 


Je zwei Mause erhielten subcutan in die linke Schenkelbeuge Je 0,5 cem 


a) einer ' ,°% ig. Tanninlésung 
Bb) 4s Thy hile: 
c) , 25 Ooig. 


d) Kochsalzlosung. 


1'/, Stunde spédter wurde in die rechte Schenkelbeuge Je 0,5 ccm 


"goo Coig. Kobragiftlésung gespritzt. Das Ergebnis zeigt die Tabelle V1. 


Tabelle VI. 





Subcutane Injektion von Kobragiftlisung bei vorangegangener 
Einverleibung von Tanninlésung 


Stunden a b c 
nach . ‘ 
Injektion os e, {we Tee eee. 25 "| has Kochsalzlosung 
Maus Maus Maus Maus Maus Maus 
Nr. 1 Nr. 2 Nr. 1 Nr. 2 Nr. 1 Nr. 2 
6 lebt lebt lebt lebt lebt lebt 
17 ‘ rs T 7 7 T 
48 “ ‘ 


Es zeigt sich also, dap !).°,ige Tanninlésung Mduse bei voran- 
gehender Injektion an einer vom Orte der Gifteinverleibung entfernten 
Korperstelle gegen die tédliche Kobragiftwirkung geschiitzt hat. DaB in 
unseren Versuchen die wirksamen Tannindosen wesentlich gréBer sind 
als die von Freund angegebenen, nimmt bei der Verschiedenheit der 
Gifte und Versuchsanordnungen nicht wunder. Bemerkt sei, daB die 
Schutzwirkung im prophylaktischen Versuch gewisse UnregelmaBig- 
keiten zeigte. Jedoch ist an ihrem grundsatzlichen Vorhandensein 
nicht zu zweifeln. 

Heilversuche mit Tannin, d.h. Tannineinverleibung nach voraut 
gegangener Kobragiftinjektion, hatten vorlaufig nur orientierenden Charakter. 
Immerhin schien uns hier und da eine gewisse, wenn auch nicht regelmaBige 
Verzégerung des Todes vorhanden zu sein. Ob also praktisch eine Anwendung 
des Tannins bei Schlangengiften irgendwie in Betracht kommt, miissen 
wir daher offen lassen. 

Da die indirekte hamolytische Wirkung des Kobragiftes immerhin 
die Beurteilung erschwert, ob die Tanninwirkung tatsachlich gegen 
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das Gift selbst gerichtet ist, haben wir ein weiteres Hamatoxin zur 
Untersuchung herangezogen, bei dem ein indirekter Wirkungsmechanis- 
mus nicht in Betracht kommt, namlich das Rizin. Rizin agglutiniert 
rote Blutkérperchen. Es handelt sich also darum, festzustellen, ob die 
tizinagglutination durch Tannin gehemmt werden kann. 
Als Rizinlésungen dienten die leicht opaleszierenden Filtrate von 
| °oig. Rizinsuspensionen in 0,9 jig. Kochsalzlésung. 
Absteigende Mengen '), °9ig. Tanninlésung (Volumen 0,5 ccm) wurden 
mut 
a) 0,5cem der 10fach verdiinnten, 
DoS ,. ws 
1% ig. Rizinlésung | Stunde bei 37° gehalten. Sodann wurden 0,25 cem 
einer 5° ig. Kaninchenblutsuspension hinzugefiigt. Die nach 40 Minuten 
langem Stehen im Brutschrank aufgetretene Agglutination geht aus der 
Tabelle VII hervor!?. 
Tabelle VII. 





Agglutination von Kaninchenblut durch 


1’, 9 oige Gemische aus Tannin und Rizin 

Tanninlésung —______ $$$ $_______— 
a b 
ecm 1 59 ° oige Rizinlésung 1 59 °/pige Rizinlésang 

0.5 — oss 

0,25 

0,15 = 

01 — 

0,05 + 

0,025 +44 

0,015 ~++4 + 

0 +++ pa 


Die Hemmung der Rizinagglutination durch Tannin ist also deutlich. 

Wahrend es sich in den bisher mitgeteilten Versuchen um die 
entgiftende Wirkung des Tannins gegeniiber echten Toxinen handelt, 
sollten weitere Versuche zeigen, ob etwa die gleiche antagonistische 
Wirkung des Tannins sich auch gegeniiber andersartigen Blutgiften 
geltend macht, die keine Toxine im engeren Sinne sind, d.h. keine 
Antigenfunktion ausiiben. Zu derartigen Untersuchungen diente 
zunachst das aus dem Zusammenwirken von Kobragift und Lecithin 
entstehende haimolytische Reaktionsprodukt, das sogenannte ,,Kobra- 
lecithid** oder Monofettsdurelecithin. 

Wir verfiigten iiber eine 1° ig. alkoholische Lésung des sogenannten 
Kobralecithids, die noch bei 100facher Verdiinnung komplette Hamolyse 
verursachte. 


Absteigende Mengen '/,, °oig. Tanninlésung (Volumen 0,5 cem) wurden 


mit je 0,5cem 50fach in Kochsalzlésung verdiinnter, 1 ° ig. alkoholischer 


1 Die Agglutination wurde in der iiblichen Weise abgeschatzt und mit 
+t+,++, + notiert. — bedeutet, dab keine Agglutination eingetretenist. 
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Kobralecithidlésung 1 Stunde bei 37° gehalten. Sodann erfolgte Zusatz 
von je 0,25 cem 5 %ig. Hammelblutsuspension (Reihe A). 

In einer Reihe B wurden Tannin, Kobralecithid und Hammelblut 
unmittelbar hintereinander gemischt. Die nach 30 Minuten langem (<) 
und 120 Minuten langem (/) Brutschrankaufenthalt eingetretene Hamolyse 


zeigt Tabelle VIII. 
Tabelle VIII. 





Himolyse von Hammelblut durch Kobralecithid nach Vorbehandlung des 
letzteren mit Tannin und Zugabe von Hammelblut 








tito “oige aie i he A Ate ee 
Panninlisang A cosh @ Gea. B sofort 
ecm a p ‘ 3 
0.5 0 0 0 0 
0,25 0 m 0 m 
0,15 0 m 0 st 
0,1 0 m 0 st 
0,05 0 m w fk 
0,025 sp k fk k 
0,015 m k k k 
0,1 st k k k 
0,005 k k k k 
0 k k k k 


Die Hdmolyse durch Kobralecithid wird also durch Tannin deutlich 
gehemmt. Es macht dabei fiir die Starke der Hemmung nur wenig aus, 
ob Kobralecithid und Tannin vor der Blutzugabe langere Zeit mit- 
einander gestanden haben oder nicht, ein bemerkenswerter Parallelismus 
zu dem Verhalten des Kobragiftes. 

Die weiterhin untersuchten Hamolytica waren Saponin, glykochol- 
saures Natrium (Merck) und élsaures Natrium (Kahlbaum). 

Die Versuchsanordnung entsprach der in der vorangehenden Tabelle 
angewandten. Bei allen Substanzen war die im Versuch benutzte Dosis 
das Zweifache der himolytischen Grenzdosis. Die Ablesung der Himolyse 
erfolgte in allen Versuchsreihen nach zweistiindigem Brutschrankaufenthalt. 

Die in der Tabelle IX zusammengefaBten Versuche sind zu ver- 
schiedenen Zeiten ausgefiihrt worden. Die Ausgangskonzentration der 
Tanninlésung war fiir die Versuchsreihe mit Saponin !/,,%, fiir die mit 
glykocholsaurem und 6lsaurem Natrium 1/2 %,. 

Die Versuchsbeispiele zeigen eindeutig die hdamolysehemmend: 
Wirkung des Tannins auf die drei untersuchten Substanzen. Die Schutz- 
wirkung des Tannins fiir rote Blutkérperchen erstreckt sich also auf eine 
ganze Reihe verschiedenartiger die roten Blutkérperchen schddigender 
Stoffe, darunter auch auf solche, die die Blutkérperchen agglutinieren. 

In wie weitgehendem MaBe die antagonistische Tanninwirkung 
keineswegs auf Gifte mit Antigenfunktion beschrankt ist, ergibt sich 
daraus, daB Tannin sogar auch die Agglutination von Blutkirperchen 
durch Antisera beeinfluBt. 
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Tabelle IX. 








Fallende M der’ Himolyse von Hammelblut durch Gemische von Tannin und 
allende Mengen der SO AE a SEG DRE Pint Pe ROP, aie 


1 107 bzw. 'y © oigen a b c 
Tanninlisung 





_'/s0 S/oiger datas "100 © giges 
com Saponinlisung ~ Neteium Olsaures Natrinm 
0,5 0 0 0 
0,25 0 0 0 
0,15 0 0 0 
0,1 0 k k 
0,05 0 k k 
0,025 0 k k 
0,015 m k k 
0 k k k 


Als agglutinierendes Antiserum wahlten wir das Serum eines Kanin- 
chens, das mit Menschenblutkérperchen der Gruppe A vorbehandelt war, 
und das gruppenspezifische Antikérper enthielt. 

Absteigende Mengen !/1)5 °9ig. Tanninlésung (Volumen 0.5 cem) wurden 

a) mit 0,5cem 10fach verdiinnten Antiserums, 

uy, ot. @,. " ie 
1 Stunde im Brutschrank gehalten, worauf zu jedem Réhrchen je 0,25 cem 
1 °,ig. Suspension von Menschenblutkérperchen der Gruppe A zugegeben 
wurden. Die nach 24stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur eingetretene 
Agglutination zeigt Tabelle X. 


Tabelle X. 





Agglutination von Menschenblatkorperchen 
durch Menschenblutantiserum, nach dessen 
' 10 ° oiges Vorbehandlung mit Tannin, und zwar 
Tannin a ‘ 


a b 
Menschenblutantiserum Menschenblutantiserum 
eem ee 1:50 
0.5 — ~ 
0,25 _ — 
015 — — 
0,1 ++ = 
0.05 Lf. 
0,025 4+ 4 Ci 
0 ad b++ 


Der Versuch zeigt deutlich, daB Tannin auch die agglutinierende 
Antiserumwirkung aufhebt. 

Fiir die Frage nach dem Wesen der Tanninwirkung erscheint die 
Feststellung grundlegend wichtig, ob das Tannin die verschiedenen 
Funktionen irreversibel zerstért, oder ob es durch irgendwelche Eingriffe 
gelingt, sie wiederherzustellen. Es hat sich herausgestellt, daB alle in 
dieser Mitteilung beschriebenen antireaktiven Tanninwirkungen durch ein- 
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fache Verdiinnung des jeweiligen Substanz-Tanningemisches aufgehoben 
werden. Der Nachweis dieser Reversibilitat ist naturgemaB an verhaltnis- 
maBig enge quantitative Bedingungen gekniipft. Er ist aber stets zu 
fiihren. Die folgende Zusammenstellung von Versuchen soll einen 
niheren Einblick erméglichen. 


A. Reversibilitait der durch Tannin bedingten Hemmung der Kobragift- 
himolyse. 
10cem !/; °oig. Kobragiftl6sung wurden gemischt mit gleichen Teilen 
a) '/, %ig. Tanninlésung 
b) . 1 olg. 
c) 4/5 %ig.- io 
d) Kochsalzlésung 
und !/, Stunde bei 37° gehalten. Sodann wurden absteigende Mengen der 
Gemische (Volumen 0,5ccm) versetzt mit 0,5cem Kochsalzl6sung und 
0,25 cem Meerschweinchenblutsuspension. Die nach | Stunde eingetretene 
Hamolyse zeigt Tabelle XI. 
Tabelle XI. 





Himolyse von Meerschweinchenblut durch Gemische aus Kobragift 

Mengen und Tanninlisung 
der Gemische —____— 
a b c d 





ecm 1), Vig 1's %oig lis © oig Kochsalzlisung 
0,5 0 0 tk k 
0,25 0 0 k k 
0,15 0 k k k 
0,1 sp k k k 
0,05 st k k k 
0,025 spch 0 k k 
0,015 0 0 k k 
0,01 0 0 k 0 
0,005 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 


B. Reversibilitat der durch Tannin bedingten Hemmung der Rizinagglutination. 
Gleichteilige Mischungen von 1 %ig. Rizinlésung und 
a) '/,%ig. Tanninlésung 
b) */10 %ig. ” 
ec) Kochsalzlésung 


wurden 30 Minuten bei 37° gehalten. Sodann wurden absteigende Mengen 
der Gemische (Volumen 0,5 cem) versetzt mit je 0,5cem Kaninchenblut- 
aufschwemmung. Die nach zweistiindigem Stehen im Brutschrank ein- 
getretene Agglutination zeigt Tabelle XII. 
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Tabelle XII. 








Agglutination von Kaninchenblut durch Gemische aus 


Mengen der Gemische Rizin- und Tanninlésung 


a b ‘ 
ecm 1/5 %o 1/19 lo Kochsalzlisung 

0,5 — mr 
0,25 -- + + 
0,15 + +. (+1) 3 
0,1 ++ t +++ 
0,05 +44 J. ft oe 
0,025 +++ e+ ++ 
0,015 se + es 
0,01 t fa, 3 i 
0,005 : +++ 
0,0025 : os 
0,0015 - +44 
0 ete - = 


(. Reversibilitat der durch Tannin bedingten Hemmung der Kobralecithid- 
himolyse. 
Mischungen aus gleichen Teilen !/,) %ig. in Kochsalzlésung verdiinnter 
1° ig. alkoholischer Lésung aus Kobralecithid und 
a) '/, %oig. Tanninlésung 
b) * a oig- . 
wurden 10 Minuten bei 37° gehalten. Absteigende Mengen der Gemische 
wurden mit 0,5cem Kochsalzlésung und 0,25cem Hammelblut versetzt. 
Die eingetretene Hamolyse zeigt Tabelle XIII. 


Tabelle XIII. 





Hamolyse von Hammelblut durch Gemische aus Kobralecithid 
und Tanninlisung 


Mengen der Gemische 





a b e 
eem 1/, %9 1/4 %g Kochsalzlésung 
0,5 0 0 k 
0,25 spch w k 
0,15 w m k 
0,1 sp speh k 
0 0 0 0 


D. Reversibilitat der durch Tannin bedingten Hemmung der Saponinhimolyse. 
Gleichteilige Gemische aus '/,)°% ig. Saponinlésung und 

a) '/,% ig. Tanninlésung 

b) Kochsalzlésung 
wurden '/, Stunde bei 37° gehalten. Absteigende Mengen dieser Gemische 
wurden mit 0,5cem Kochsalzlésung und 0,25 ccm Meerschweinchenblut- 
suspension versetzt. Die nach zweistiindigem Brutschrankaufenthalt ein- 
getretene Hamolyse zeigt Tabelle XIV. 
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Tabelle XIV. 





Absteigende Hamolyse von Meerschweinchenblut durch 
Mengen Gemische aus Saponin und 
der Gemische T.) a : 
a b 
cem 1, °/eiges Tannin Kochsalzlisung 
0,5 0 k 
0,25 w k 
0,15 ky k 
0,1 hy 
0,05 sp k 
0,925 0 st 
0,015 0 sp 
0,01 0 0 
0 0 0 


E. und F, Reversibilitat der durch Tannin bedingten Hemmung der Himolyse 
durch oleinsaures und glykocholsaures Natrium. 
Gleichteilige Gemische aus I. '/,,°% ig. Lésung oleinsauren Natriums 

und II. '/,%ig. Lésung glykocholsauren Natriums und 

a) '/, %ig. Tanninlésung, 

b) Kochsalzl6sung 
wurden 1 Stunde bei 37° gehalten. Sodann erfolgte Zusatz von je 0,5 cem 
Kochsalzlésung und 0,25ccm Hammelblut. Die eingetretene Hiamolyse 
ergibt sich aus Tabelle XV. 

Tabelle XV. 





Hamolyse von Hammelblut durch 











Absteigende I II 
der Gonische oleinsaures Natrium und glykocholsaures Natrium und 
a — » b a i -* : ar b 
ecm mL Tan Kochsalzlisung Tan dialbeoar Kochsalzlésung 
0,5 0 k 0 k 
0,25 sp k Ww | k 
0,15 k k k sp 
0,1 0 0 m 0 
0,05 | 0 0 0 
0 0 0 0 0 


Die Betrachtung der Versuchsbeispiele lehrt, daB an_ sich 
unwirksame Gemische von Tannin und den untersuchten Substanzen 
Kobragift, Rizin, Kobralecithid, Saponin, glykocholsaures und olein- 
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saures Natrium durch einfaches Verdiinnen wieder wirksam werden. 
Man ist also berechtigt, von ciner Reversibilitat der Tanninwirkung zu 
sprechen. 

Soweit in den Versuchen gréBere Tanninmengen in den Mischungen 
vorhanden sind, besteht besonders bei langerer Beobachtungszeit eine 
Gefahr der Tauschung: Tannin verfarbt die Blutkérperchen und ver- 
ursacht in Hamoglobinlésungen Fallungen. Bei sorgfaltiger Betrachtung 
und bei Vergleich mit entsprechenden Kontrollen, die in den Tabellen 
nicht angefiihrt sind, laBt sich das Ausbleiben der Hamolyse aber deutlich 
erkennen. Wenn man durch die Blutaufschwemmung vor ihrer Benutzung 
Kohlenoxyd (Leuchtgas) leitet, so bleibt die Verfarbung durch Tannin so 
gut wie ganz aus, da CO-Hamoglobin von Tannin nicht verandert wird. 
Durch Verwendung von CO-Blut lieB sich die Méglichkeit der Tauschung 
mit Sicherheit ausschlieBen. 

Vergleicht man die Reihen der Tabellen XI bis XV, in denen die 
Gemische mit Tannin sich befinden, mit denen, in denen diejenigen 
ohne Tannin titriert worden sind, so fallt durchweg eine ge- 
ringere Wirksamkeit der ersteren auf. Man mu daraus entweder 
schlieBen, daB Tannin doch eine gewisse Menge der Substanzen zer 
stort hat oder da®B durch einfaches Verdiinnen unter den vor- 
liegenden Bedingungen die Tannin-Substanzbindung nicht vollstandig 
reversibel wird. 

Die Reversibilitat der Tanninwirkung erinnert zweifellos an die 
Beobachtungen tiber Dissoziationserscheinungen in Toxin-Antitoxin- 
gemischen, wie sie von Behring!, Madsen*, Otto und Sachs* friiher mit- 
geteilt wurden. Auch hierbei handelt es sich darum, daB Toxin-Anti- 
toxingemische, die neutralisiert erscheinen, nach Verdiinnen auf den 
Organismus oder isolierte Zellen wieder giftig wirken. Allerdings war 
die Reversibilitat der Tanninwirkung nicht nur gegeniiber Giften, 
sondern auch gegeniiber der agglutinierenden Antikérperwirkung 
festzustellen, wie es das folgende Versuchsbeispiel zeigt. 

Gleichteilige Gemische von 25fach verdiinntem Antiserum gegen 
Menschenblut der Gruppe A und 

a)  /) % ig. Tanninlésung, 

b) Kochsalzlésung 
wurden | Stunde bei 37° gehalten. Absteigende Mengen der Gemische 
(Volumen 1,0cem) wurden mit je 0,25cem 1° ig. Blutaufschwemmung 
(Menschenblut der Gruppe A) gemischt. Die nach sechssttindigem Brut- 
schrankaufenthalt eingetretene Agglutination ergibt sich aus der Ta- 


belle XVI. 


' E.v. Behring, Allgem. Therap. d. Infektionskrankh. (2. Teil), 
v. Behrings Beitr. z. exper. Therap. 3, 1092, 1900. 

2 Th. Madsen, Centralbl. f. Bakt. Ref. 37, 373, 1905. 

3 R. Otto u. H. Sachs, Zeitschr. f. exper. Pathol. 3, 19, 1906. 
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Tabelle XVI. 





Agglutination von Menschenblut 
Gemische durch Gemische aus Menschenblutantiserum und 


i| a b 

ecm i 1° ,iger Tanninlésung Kochsalzlésung 
1.0 +++ 
0,5 — +++ 
0,25 - ++4 
015 + - +++ 
0,1 ++ +++ 
0,05 ek p++ 
0,025 +++ +++ 
0,015 ++ ++ 
0,01 + +4 
0,505 - = 
0.0025 -- t 
0 ies 


Da entsprechende Kontrollreihen zeigten, daB die in der Reihe a 
des Versuchs aufgetretene Agglutination nicht durch das Tannin selbst 
bedingt sein kann, muff man die Hemmung der Antiserumagglutination 
durch Tannin als einen reversiblen Vorgang ansehen. Denn beim weiteren 
Verdiinnen einer durch Tanninzusatz unwirksam gewordenen Antiserum- 
verdiinnung tritt die Agglutination wieder auf. 


Besprechung der Ergebnisse. 

Die mitgeteilten Versuche erginzen und erweitern die vorliegenden 
Angaben iiber die Einwirkung des Tannins auf Antigene, insbesondere 
diejenigen Freunds itiber die antitoxische Tanninwirkung. Wie unsere 
Versuche zeigen, entgiftet Tannin nicht nur die von Freund gepriiften 
Bakterientoxine. Es tibt vielmehr auch gegeniiber Toxinen tierischen 
und pflanzlichen Ursprungs (Kobragift, Rizin) zweifellos antagonistische 
Wirkungen aus. Dieser EinfluB auBert sich sowohl gegeniiber der 
himotoxischen Wirkung im Reagensglas, wie auch gegeniiber der 
toxischen Wirkung im lebenden Organismus. Die Schutzwirkung labt 
sich dabei einerseits im Mischversuch, andererseits auch nach voran- 
gegangener Tannininjektion und folgender Giftzufuhr an entfernt 
liegender Kérperstelle demonstrieren. 

Wenn man nicht annehmen will, daB die in die rechte und linke Schenkel- 
beuge der Maus eingespritzten Fliissigkeiten sich unmittelbar nach der 
Injektion gemischt haben, muB auf eine Resorption des Tannins als Voraus- 
setzung seiner antitoxischen Wirkung geschlossen werden. Von pharma- 
kologischer Seite wird aber angegeben, daB Tannin zu denjenigen Substanzen 
gehért, die nur lokale Wirksamkeit am Orte der Einverleibung entfalten 
(vgl. Poulsson'). Wir méchten uns einer Stellungnahme zu dieser Frage 


? E. Poulsson, Lehrbuch der Pharmakologie, 9. Aufl., Leipzig und Oslo, 
1930, S. 309. 
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enthalten, da unsere experimentellen Unterlagen hierzu nicht ausreichend 
sind. 

Man k6énnte also die Wirkung des Tannins auf toxische Antigene 
mit einer gewissen Berechtigung als antikérperahnlich bezeichnen. 
Die Analogie wird durch den Nachweis der Dissoziationsfahigkeit der 
Tannin-Toxinkomplexe noch gestiitzt. Zugleich ist damit erwiesen, 
daB das Tannin die Toxine nicht etwa in grober Weise verdndert. Im 
gleichen Sinne spricht auch der Umstand, daB die bei hoher Tannin- 
konzentration in Toxinlésungen entstehende sichtbare Fallung nicht 
mit der Entgiftung parallel geht. Ebenso wie Freund bei Diphtherie- 
und Tetanusgift haben wir auch bei Kobragift feststellen kénnen, 
daB der durch hohe Tannindosen erhaltene Niederschlag noch seine 
toxische (hamolytische) Wirkung besitzt. 

Die Tatsachen erlauben es wohl daher, der Betrachtungsweise 
von Reiner und von Freund zu folgen, die auf die Auffassung von Aruyt 
zurickgeht. Danach ware die Tanninwirkung so zu verstehen, daB die 
polar gebauten Tanninmolekiile eine Schicht um hydrophile Teilchen 
bilden, und zwar in der Weise, daB die Glucosegruppen des Tannins, 
das eine Pentadigalloylglucose darstellt, den dispersen Teilchen, die 
hydrophoben Phenolgruppen dem Dispersionsmittel zugekehrt sind. 
Die umhillten Teilchen gewinnen auf diese Weise einen hydrophoben 
Charakter: sie erscheinen als dehydratisiert. Da man die Antikérper- 
wirkung bis zu einem gewissen Grade ebenfalls auf eine derartige Bildung 
hydrophober Hillen um Antigenteilchen zuriickfiihren kann, ware die 
Analogie gegeben. Man darf dabei allerdings nicht vergessen, daB diese 
kolloidchemischen Vorstellungen iiber die Tanninwirkung nicht als 
streng bewiesen gelten kénnen. So sagt Freundlich in seiner Kapillar- 
chemie!: ,,Von anderen méglichen Erklérungen scheint zundchst eine 
von Kruyt gegebene zweckmdpig.”?. Die Kruytsche Auffassung wird 
keineswegs endgiiltig angenommen. Also ist Vorsicht gegeniiber einer 
zu weitgehenden Anwendung dieser kolloidchemischen Betrachtungs- 
weise am Platze. 

Freilich zeigen unsere Versuche zugleich, da®B die Tanninwirkung 
gegeniiber himolytischen Giften keineswegs auf solche von antigener 
Natur beschrinkt ist. Dieser Umstand diirfte bereits hinreichen, um 
eine grundsatzliche Identifizierung von Tannin und Antikérper nicht 
zuzulassen. Man gelangt also auf dieser Grundlage zu einer ahnlichen 
SchluBfolgerung wie Sachs und Behrens. Auch aus den Versuchen 
von Sachs und Behrens mit Organextrakten hat sich ergeben, daB die 
Tanninwirkung von der Antigenfunktion der Extrakte weitgehend 


! H. Freundlich, Kapillarchemie, 4. Aufl. 2, 478. Leipzig 1932. 
2 Im Original nicht gesperrt. 
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unabhingig ist. Fur die Tanninadsorption scheinen andere Eigenschaften 
der Lipoidhaptene maBgebend zu sein wie fiir die spezifische Antikérper- 
bindung, namlich gerade solche Eigenschaften, die unspezifische Ad- 
sorption begiinstigen. So sind Sachs und Behrens dazu gelangt, in der 
Tanninwirkung eher ein Modell der Labilitatsreaktionen, als eines der 
echten Antikérperwirkungen zu erblicken. 

Man muB sich freilich bewuBt sein, daB die Labilitétsreaktionen 
zu demselben Effekt wie die Antikérperreaktionen fiihren. Nur liegt 
ihnen kein spezifischer Vorgang zugrunde. So kénnte man auch die ent- 
giftende Wirkung des Tannins im weiteren Sinne zu den Labilitats- 
reaktionen rechnen. Es wiirde sich dann ergeben, daB die Tannin- 
wirkung vielleicht ein Modell der sekundairen Vorginge bei den Anti- 
kérperreaktionen ist. DaB das Tannin zu seiner entgiftenden Wirkung 
sicherlich nicht der Reaktion mit einer spezifischen Antigengruppe 
bedarf, ergibt sich schon daraus, daB eben auch nicht antigene Cifte, 
wie Kobralecithid, Saponin, é6lsaures, glykocholsaures Natrium, durch 
Tannin entgiftet werden. Zweifellos greift also das Tannin am Toxin 
in anderer Weise als das Antitoxin ein. Aber der Effekt, der sich in 
Entgiftung auBert, kann trotzdem derselbe sein. 


Eine besondere Besprechung erfordert die Hemmung der agglu- 
tinierenden Antiserumwirkung durch Tannin. Auch diese Hemmungs- 
wirkung ist reversibel. Man kann vielleicht die Vorstellung vertreten, 
daB das Tannin auf die Trager der Antikérperfunktion in ahnlicher 
Weise wirkt wie auf die Toxine oder chemische Hamolytica. Es schaltet 
ihre Funktion durch Umhiillung aus. Will man bei dem Bilde der 
Analogie von Tannin und Antikérperwirkung bleiben, so miBte man 
hier von einer Wirkung sprechen, wie sie einem Anti-Antikérper zu- 
kommen miBte, wenn es ihn gabe. 


‘So wird man in der Tanninwirkung nur insofern gewisse Modell- 
eigenschaften der Antikérperwirkung erkennen kénnen, als es sich hier 
vielleicht um einen Vorgang handelt, der der zweiten Phase der Anti- 
kérperreaktion entspricht. Dabei muB man sich klar sein, daB im ein- 
zelnen noch vieles hypothetisch bleibt. Es ist noch nicht bewiesen, 
daB durch Tannin 'Toxinteilchen, Saponin und die anderen untersuchten 
Substanzen tatsichlich in einen hydrophoben Zustand itibergefiihrt 
werden. Auch ist die Erklarung der Tanninwirkung nach Aruyt an- 
scheinend noch nicht vollstaéndig gesichert. Trotzdem ist der Vergleich 
der Tanninwirkung mit der zweiten Phase der Antikérperwirkung von 
Interesse. Durch das Studium derartiger modellihnlicher Phinomene 
kann man indéglicherweise auch fiir die Aufklirung der Antikérper- 
wirkung, die der direkten Untersuchung zum Teil schwer zuganglich 
ist, etwas erhoffen. Denn die chemisch und kolloidchemisch besser 








de 


al 


ul 
bl 
H. 


au 
ly: 


Bl 


= 
l'a 


Di 
un 
wo 
an 


in 


ble 


Sa 


fal 
na 


du 
Spr 


gev 
kor 
Aw 
fak 
Wa 
Ant 
unc 
real 
Unt 
ihre 


gefs 


I 











EintluB des Tannins aut Toxinwirkungen. usw. 225 


definierten Modelle diirften in ihrem Wirkungsmechanismus einer 
Aufklirung vielleicht weniger groBbe Schwierigkeiten entgegensetzen 
als die Antikérperwitkung selbst. 


Zusammenfassung. 


1. Tannin hemmt die hamolytische Wirkung des Kobragiftes, 
und zwar sowohl die direkte Kobragifthaimolyse (von Meerschweinchen- 
blut) als auch die durch Lecithinaktivierung erfolgende (von 
Hammelblut). 

2. Die hemmende Tanninwirkung tritt sehr rasch ein. Man kann 
auch nach vorangehender Mischung von Kobragift und Blut die Hamo- 
lyse durch Tanninzusatz verhindern. 

3. Fir die Hemmungswirkung ist nicht eine Beeinflussung der 
Blutkérperchen durch das Tannin verantwortlich zu machen: mit 
Tannin behandelte Blutkérperchen werden unvermindert gelést. 

4. Auch im Tierversuch wird Kobratoxin durch Tannin entgiftet. 
Die antitoxische Wirkung ist sowohl zu beobachten, wenn Tannin 
und Gift vor der subcutanen oder intravenésen Injektion gemischt 
worden sind, als auch wenn Tannin vor dem Kobragift und an einer 
anderen Koérperstelle injiziert worden ist. 

5. Auch ein pflanzliches Himotoxin, das Rizin, wird durch Tannin 
in seiner Wirkung gehemmt. Die Rizinagglutination von Kaninchenblut 
bleibt nach Tanninzusatz aus. 

6. Gegeniiber chemischen Hamolytica, namlich Kobralecithid, 
Saponin, glykocholsaurem und 6lsaurem Natrium, wirkt Tannin eben- 
falls antagonistisch. 

7. Die Agglutination von Blutkérperchen durch Antiserum bleibt 
nach Vorbehandlung des Antiserums mit Tannin aus. 

8. Alle beschriebenen Hemmungswirkungen des Tannins werden 
durch einfache Verdiinnung der Gemische von Tannin und der ent- 
sprechenden Substanz wieder aufgehoben. Sie sind also reversibel. 

9. Die Diskussion der Versuche ergibt, daB man dem Tannin in 
gewissem Sinne Modelleigenschaften fiir die zweite Phase der Anti- 
kérperwirkung zuschreiben kann. Hierbei wird von der Aruytschen 
Auffassung von der Tanninwirkung ausgegangen. Die Unsicherheits- 
faktoren dieser Betrachtungsweise werden betont. Die unspezifische 
Wahllosigkeit der Tanninwirkung gegeniiber der streng spezifischen 
Antikérperwirkung wird hervorgehoben. Die Auffassung von Sachs 
und Behrens, daB die Tanninwirkung eher ein Modell der Labilitats- 
reaktionen als der echten Antikérperreaktionen sei, findet durch die 
Untersuchungen eine Bestitigung. Die Labilitatsreaktion kann aber 
ihrerseits als Modell fiir die zweite Phase der Antikérperreaktion auf- 
gefaBt werden. 
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Sauerstoffzehrung tierischer Gewebe nach Thyroxineingaben. 


Von 
Hans vy. Euler und Ragnar Enderlein. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Eingegengen am 11, April 1923.) 


Zu dem nicht mehr neuen Problem, wie Thyroxin die Gewebsatmung 
beeinfluBt, haben wir einige weitere experimentellen Beitrige geliefert, 
wobei wir das Thyroxin dem lebenden Versuchstier eingegeben haben 
Der AnlaB, die Frage nach der Thyroxinwirkung auf die Gewebsatmung 
wieder aufzunehmen, war gegeben durch die in diesem Institut im 
letzten Jahre gewonnenen Ertfahrungen tber die antagonistischen 
Wirkungen des Thyroxins und Carotins bei wachsenden Ratten!, 
v. Euler und Klussmann hatten beispielsweise gefunden: 





Tigliche Eingabe 2.5 y Carotin 10 y Thyroxin 2.5 7 Carotin 
‘ 


10 y Thyroxin ohne Carotin ohne Thyroxin 


Gewichtszunahme per Versuchstier 


und Woche a ee 


t+ 
— 


Dabei hat sich auch gezeigt, daB nach Thyroxineingaben der 
Carotingehalt der Leber bedeutend erniedrigt ist. 

Die Frage blieb aber offen, in welcher Weise das Thyroxin dic 
Carotinwirkung aufzuheben vermag, insbesondere, ob die beiden anta- 
gonistischen Stoffe am gleichen Enzymsystem angreifen und sich dabei 
gegenseitig neutralisieren bzw. kompensieren, oder ob Thyroxin und 
Carotin an zwei voneinander ganz unabhangigen Systemen_ wirk 
sam sind ?. 


1», Euler u. Klussmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 213, 21, 1932. Che: 
die Beziehungen zwischen Thyroxin und Carotin siehe auch Abelin, eb ond 
217. 1933. 


9O- 


2 Siehe hierzu auch Abelin, diese Zeitschr. 242, 385, 1931. 
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Der EinfluB des Thyroxins auf hydrolytische Enzyme ist oft unter- 
sucht worden, meist mit wenig positivem Ergebnis: v. Kuler und Aluss- 
mann haben vor einiger Zeit die betreffenden Arbeiten kurz erwahnt. 

Auch tuber die Beeinflussung der Autolyse liegen mehrere Arbeiten 
vor!:?. in welechen manche, aber durchaus nicht alle Versuchsserien zu 
einer Beschleunigung der Autolyse durch Thyroxin gefiihrt haben. 

Ziemlich widerspruchsvoll sind auch die bis jetzt vorliegenden 
Versuche tiber den EinfluB des Thyroxins auf die Gewebsatmung. 
Adler und Lipschitz® hatten mit Schilddriisenextrakten eine kriftig 
steigernde Einwirkung auf die Oxydation in fein verteilter Frosch- 
muskulatur festgestellt, und Neuschlosz4 hatte Aahniliche Resultate 
bei Einwirkung auf Lebergewebe erhalten, und auch Volmer® machte 
Angaben tber Stimulierung der Atmungswirkung. 

Oxydationssteigernde Wirkungen durch Thyroxin = sind dann 
mittels der Methylenblaumethode schon 1925 von Ahlgren® nach- 
gewiesen worden, und zwar mit Froschmuskulatur als Substrat. Ahlgren 
fand in der Muskulatur der thyreoid-ektomierten Kaninchen eine 
niedrigere Oxyvdationsintensitat als in normaler Muskulatur. 

Bei der Wirkung auf Froschmuskulatur trat die optimale Forderung 
bei einer Konzentration von etwa 10-1'4 ein. Auf die von Ahlgren stu- 
dierten gegenseitigen Beeinflussungen der Hormoneffekte (Adrenalin 
und Thyroxin) (lc. S. 248) braucht hier nicht naher eingegangen 
zu werden, 

Aus der erwihnten Untersuchung von Adler ging hervor, dab die 
Wirkung des Schilddriisenextraktes auch nach Ausschaltung der 
zentralen Regulation vorhanden ist. Daraus schloB} Adler, dab dem 
Schilddriisenhormon eine periphere Wirkung zukommt.  Reiniein und 
Singer? fanden eine férdernde Wirkung des Thyroxins in’ Konzen- 
trationen von 10-° bis 10-' auf den Sauerstoffverbrauch der tiber- 
lebenden Leberzellen. Im gleichen Jahr teilte auch Dresel® Versuche 
iiber periphere Thyroxinwirkung mit, in welchen er Oxydationssteigerung 
in Lebergewebe bis zu 300°, fand: U. +. Ruler fand kleinere periphere 


Thyroxinwirkungen ®. 


' Steppuhn, Pewsner u. Timifejewa, diese Zeitschr. 175, 471, 1926, 

2 Ahderhalden, Fermentforsechung. 9, 243, 1927; Weil u. Landsberg, 
diese Zeitschr 207, 186u. 211, 1929. 

8 Adler u. Lipschitz, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 95, 181, 1922. 

4 Neuschlosz, Klin. Wochenschr. 3, 57, 1924. 

> Volmer, Arch. f. exper. Pathol. 96, 352, 1923. 

6 Ahigren, Skand. Arch. f. Physiol. 1925, Suppl. 226ff. 

7 Reinwein u. Singer, diese Zeitschr. 197, 152, 1928. 

8 Dresel, Klin. Wochenschr. 7, 504, 1928. 

* US. ve. Euler, Arch. intern. Pharmacodyn. 42, 278, 1932. 
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Mit Muskulatur erhielten Anselmino, Eichler und Schlossmann! 
negative Resultate, wie friiher schon Ellinger? und Fleischmann® an 
Blutkérperchen. 

Auch Paasch und Reinwein* konnten weder durch Thyroxin, noch 
durch Adrenalin und Insulin eine Steigerung des Sauerstoffverbrauchs 
an Rattenzwerchfell erzielen, und schlieBlich hat auch WMyhrman® 
einige Resultate mitgeteilt, in welchen Thyroxin keinen EinfluB auf 
die Methylenblauentfarbung durch Froschmuskulatur zu haben schien. 

Die Versuche von Ahlgren mit der Methylenblaumethodik lassen 
unentschieden, ob die Einwirkung des Thyroxins auf die Gewebs- 
atmung im anaeroben oder im aeroben Teil des Kohlenhydratabbaues 
erfolgt. Immerhin ist zu betonen, daB auch hinsichtlich des Substrats 
der durch Thyroxin beeinfluBten Gewebeatmung Unsicherheiten be- 
stehen. Die Fragestellung ist also dahin zu prazisieren, welche Oxy- 
dationsreaktion durch Thyroxin beeinfluBt wird. 


Methodik. 


Bei den Versuchen, welche mit ..normale Kost** bezeichnet sind, er- 
hielten die Ratten gemischte Nahrung, Brot, WKleie. Mileh. Griinmalz. 
Mohrriiben, gekochten Fisch oder Fleisch. Alle Vitamine in ausreichender 
Menge vorhanden. 

Wie eingangs erwahnt, haben wir unsere Versuche so angestellt, dal 
wir verschiedene Thyroxindosen dem lebenden Tier, welches im = tbrigen 
eine definierte teils vitamin-A-haltige, teils eine A-freie Kost erhielt. durch 


Injektion intraperitoneal zugefiihrt haben. Einige Zeit danach haben 
wir die Versuchsratten getétet und sofort die Organschnitte Niere, 
Leber und Muskel untersucht. 


Den Zeitraum zwischen dnjektion und Tétung bzw. Absorptionsmessung 
haben wir variiert. Man findet namlich verschiedene Angaben iiber die 
Zeitdauer, welche das Thyroxin braucht. um im Tierkérper wirksam zu 
werden. Man findet die diesbeziigliche Originalliteratur in der griindlichen 
Monographie von Abelin®. Je nach dem Zeitraum., welcher zwischen 
Injektion und Dekapitierung verflossen ist, finden wir das Thyroxin mehr 
oder weniger vollstandig resorbiert, sowie mehr oder weniger veridndert. 


Messung der Sauerstoffabsorption durch Gewebsschnitte der Ratte. 


Bei allen Versuchen befand sich der Gewebsschnitt in 2 cem Ringer- 
lésung. Der mittlere Zylinder des Warburg-GefaBes enthielt 0.2 com 5 sige 
Kalilauge. Die GefaBe waren mit Sauerstoff geftillt. Temperatur im Thermo 
staten 37.59. 


' Anselmino, Eichler u. Schlossmann, diese Zeitschr. 205, 481. 1929. 
2 Ellinger, Zeitschr. f. physiol. Chem. 119, 11, 1922. 

3 Fleischmann, diese Zeitschr. 187, 324, 1927. 

4 Paasch u. Reinwein, diese Zeitschr. 211, 468, 1929. 

5 Myhrman, Klin. Wochenschr. 11, 2139, 1932. 

6 Abelin, Handb. d. norm. u. pathol. Physiol. 16, 1, 1930. 
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Die Schnitte der Leber und Mere wurden mit freier Hand gemacht. 
Vom Zwerchtellmuskel wurde mit der Schere ein Stiiek des diinnsten 
vorderen Teiles ausgeschnitten. In den Tabellen ist die mittlere Dicke 
angegeben, berechnet als Quotient zwischen dem omit 5 multiplzierten 
Trockengewicht des Sehnittes und seiner Oberfliche. Das Trockengewicht 
wurde bestimmt durch Wagung der wahrend etwa 24 Stunden im Trocken 
schrank bei 105° verwahrten NSchnitte. 

Zwischen der Dekapitierung der Ratten und dem Antang der Messung 
der Sauerstoffzehrung verliefen etwa 40 bis 45 Minuten. Der Atmungs 
quotient Yo, gibt den Sauerstoffverbrauch in) Kubikmillimeter pro Mill- 
gramm Troc ke ‘ngewicht und pro Stunde an. 

Diejenigen Werte, welche an Schnitten erhalten wurden, deren Dicke 
eine gewisse Gronzdicke tiberschritt. wurden bei der Berechnung der Mittel- 
werte nicht beriicksichtigt. Bei einer Anzahl von Versuchen nahm die 
Atmung erst etwa ' , Stunde nach Beginn des Versuchs normale Werte an. 
So erhaltene Resultate sind in Klammern gesetzt und bet der Berechnung 
der Mittelwerte nicht beriicksichtigt worden. 


Versuche, 
f. Normale Ratten. 
(Ohne Thyroxineinsprit zungen. ) 


Die untersuchten Muskeln sind Zwerchfellmuskeln. 
In dieser, wie in allen folgenden Tabellen sind neben den Q,,-Werten 
die Schnittdicken in kleinem Druck angegeben. 








Nr = Nieren Leber Muskel Datum 
1 03 203 05 11,0 28. TX. 
2 164 038 189 18,2 0.22 032 84105 032 09 6579 06 17. X. 

17.3 041 

3 oc 150 of 183 19.2 0,24 09 6374 07 19. X. 

4 o 249 og, 18,6 0.34 12.411,0 0.36 14. X. 
10,7 0.28 

5 ot 100 04 194 19,4 05 0,6 8,1/7,7 0,7]| 21. X 
6 o 292 o3 17.6 035 G5108 o4 O08 6.95.6 09 .. Oe 
7 Q 180 (0.48 16,3) 29.0 038 048 124133 048 0,74 7,5 Si, Xi. 
8 Q 212 (049 16,0) 19.6 040 034 8311.2 oss 084 61 30. XI 

Mittelwerte: 191 11.1 69 


Beziehung zwischen Dicke des Schnittes der Muskeln und dem 
Atmungsquotienten. 





Dicke in mm: 0.9 Os 07 0.6 

l 65 6.0 7.4 7.9 

Atmungsuotient 6,3 6.1 7.7 8.1 
| 5.6 7.5 


Mittelwerte: 6.1 6.1 7.6 8.0 
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Unser fiir Leber erhaltener Wert 11.1 entspricht) den von 
Minami! und Warburg* am_ gleichen Material erhaltenen Ergeb- 


nissen (Yo, 10 — 12). 


Ila. Normale Ratten (vollsténdige Kost): ohne Thyrorin. 

Diese Versuche wurden in Ringerlésung, teils mit Carotin {= physio- 
logische Carotinlésung) und teils ohne Carotin ausgefiihrt. Im letzteren 
Falle hatte die Carotinlésung im Warhurg-GefaB folgende Zusarmmen- 
setzung: 

10 cem Carotinlésung (0,089 mg pro Kubikzentimeter) — 0,2 ccm 
CaCl,-Lésung + 0,2cem KCl-Lésung + 0,2cem NaHCO,-Lésung 

0,09 g NaCl physiologische Carotinlésung. 

Auf der Tabelle wird die Sauerstoffabsorption (Atmungsquotient } 
in Kubikmillimeter pro Stunde und pro Milligramm  Trocken- 
substanz angegeben, und zwar ausgerechnet fiir die Versuchs- 
dauer von I Stunde und 3 Stunden. 


Normale Ratten. Leber. 





Phy siologische 


: Ringerlisung 
Carotinlisung — 


OS en Ce a! ae eT 
SS ee ere fe ee ae ee 


Mittlere Dicke der Schnitte. . 2... . 0,86 024 036 032 0,40 


Trockengewicht der Schnitte ...... 32 2.4 3,1 2,7 3.6 


I1b. Carotin ohne Th yrorin: ritamin-A-freie Kost. 


Die an normal ernahrten Ratten in obiger Tabelle an- 
gegebenen Werte der Sauerstoffzehrung wurden verglichen mit 
solechen, bei welchen die Versuchstiere mit Carotin vorbehandelt 
worden waren, und zwar bei Vitamin A-freier Kost, so dab die 
zugesetzten 2,5 y Carotin pro Tag der einzige Vitamin A-Zugang 
fiir die Tiere war. 

Die Vorbehandlung mit dieser Tagesdose wurde 6 Wochen lang 
fortgesetzt, wonach die Tiere unmittelbar getétet und untersucht 
wurden. In dieser Serie liegen nur zwei Versuche vor, welche anormal! 
hohe Leberwerte gegeben hatten und einstweilen auBer Betracht bleiben. 
aber demniachst nachgepriift werden sollen. 


1 Minami, diese Zeitschr. 142, 334, 1923. 
2 Warburg, ebenda 184, 484, 1927. 
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Versuchsreihe N 1. 
Normale Kost. Thyroxineinspritzungen. 
Versuche | und 2 erhielten 0,02 mg den 18. und 19. November, sowie 0.1 mg 
den 21., 22. und 23. November. 
Versuche 3, 4, 5 und 6 erhielten eine Einspritzung von je 1 mg. 
Versuch 7 erhielt 1 mg 3 Tage vor der Messung und | me 24 Stunden vor 
dorselben. 





Zeit 
zwischen 
Injektion 
und Nieren Leber Muskel 
Dekapi- 
tierung 
Std 


Gesehlecht 


205 044 ISS) (16.2 0.48) 37 15.6 16, 
238 0.33 17,4 22.1 0,33 55 11.0) 13. 


Mittelwerte: 194 15.0 


160 24 0.29 21,0 (15.4 0,53) 24 (11.0) 15.4 

162 48 042 20,0 169 0,39 56 13,7 12.9 043 

210 72 0,35 20,7 36 13.8 15.2 0,42 | 5.4 0,65 
165 96 0,33 16,0 22.8 o 31 46 126 12,8 0,42 | 7,7 0,76 


Mittelwerte: 19.6 13.8 
2 180 0,32 17.4 21,2 o43 039 13,7 13.2 034 6,0 0,78 


Die Versuche N 1 sind ausgefiihrt : 





Datum Nr. Datum 


23. XI. i 5 NII.; 72 Std. nach Injektion 
23. XI. ) 6. XIL; 96 Std. nach Injektion 
2. XID; 24 Std. nach Injektion 7 20. NIL. 

19. NIT.; 48 Std. nach Injektion 


Versuchsreihe N 2. 


Normale Kost. 1607 Thyroxin. 





Zeit 
zwischen 
Injektion 

und 

Dekapi- 
tierung 


Nieren Muskel 


Gewicht 
des Tieres 


3 


338 24 Std. 2 18.6 27 11,8 11,4 0,56 1,02 54 

165 25 Min. 14.7 14.7 93 9.4 5.8 

110 i - (0.5 18.2) 20.0 0,35 06 78 
F 02 200 


919 | 1! r 0.2 23.6 24.3 0.25 37 11.2 10:7 0:28 
10) 2 0.35 12.9 11.7 03 06 S84 
O04 17,7 


Mittelwerte: 18.6 11.0 
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~e 


Die Versuche N 2 sind ausgefiihrt : 





Nr. Datum . Datum 
eS 2 14. X. 
12. X. al. X. 
im x. 


Diese Versuchsreihe zeigt, daB in der kurzen Frist zwischen Injektion 
und Dekapitierung keine Thyroxinwirkung auf die Sauerstoffzehrung 


hervortritt. 
Versuchsreihe F 1. 


Versuche mit Vitamin-A-freier Kost. Thyroxineinspritzungen 
Versuch 1: 0,1 mg jeden zweiten Tag waihrend 1'/, Monate. 
Versuche 2, 3 und 4: 0.04 mg jeden zweiten Tag wahrend 37 Tagen. 





Nieren Leber Muskel Datum 


Geschlecht 


0,23 25,9 0,31 11,2 | 11,7 042/054 9,1, 99052) 4. XI. 
0.39 (15.9) 0.4216.2 12.8 046 037 6.1 6.1 O41 So. Ai. 
0.26 29,3 04917,0 18.8 6.28 043 11,9 124 642 10. XL. 
046 (18.4) 24.7 031 05 12,8 0.51 10.5 706 10. XI 


ittelwerte: 23.3 14.4 


Q 4040 % 


Versuchsreihe F 2. 
Vitamin-A-freie Kost. Thyroxineinspritzungen. 
Versuch 1: 0,1 mg jeden zweiten Tag wahrend 45 Tagen. 
Versuche 2, 3, 4 und 5: 0,04 mg jeden zweiten Tag wahrend 45, 48, 48 und 
49 Tagen. Dazu wurde allen Tieren 0,005 mg Carotin jeden zweiten Tag 


per os gegeben. 





Nieren Leber Muskel 


Geschlecht 
Gewicht 


nn 


174 , 0,36 20.7 28,3 03 0,22 9 0,73 7,1 7,6 0,72 
&2 0.36 15. 15.5 041 061 94 9S 058 
127 || 0,38 17,5 044 14,3 14.5 049 0,72 7.6 7,2 0,71 
95 19.8 05 047 13, 0.56 8.3 

101 | 0.45 21.2 23.9 038 0.53 132 0.67 S89 


Mittelwerte: 219 


Die Versuche F 2 sind ausgefiihrt: 





Datum Nr. Datum 


5. XI. 15. XI. 
11. XL. 15. XI. 
14. XI. 
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Besprechung. 


Die quantitative Beurteilung der oben angefiihrten Versuchs- 
resultate ist noch unsicher wegen der ziemlich groBben Schwankungen, 
welche der Atmungsquotient der Organ- und Muskelschnitte der ein- 
zelnen Tiere aufweist. Die erhaltenen, in obigen Tabellen angegebenen 
Zahlen sollen also zunachst nur zur Unterlage fiir weitere Untersuchungen 
an einem gréBeren Versuchsmaterial dienen. 

Hinsichtlich der Normaltiere mag nochmals darauf hingewiesen 
werden, daB wir den Atmungskoeffizienten der Leberschnitte in guter 
Ubereinstimmung mit Warburg und seinen Schiilern (1. ¢.) finden, 
und zwar fiir die gleiche Temperatur 37,5°. Dagegen sind unsere Nieren- 
werte ein wenig kleiner (19 gegen Warburys Wert 21). 


a: ’ e ° — % ° — 
Durch Eingabe von Carotin (eine maBige Chervitaminisierung 


beziglich Vitamin A) finden wir erhGhten Sauerstoffverbrauch in der 
Leber, was friiheren Ergebnissen von Euler und Adhlstrém! entspricht. 

Hinsichtlich der Ergebnisse an den mit Thyroxininjektionen 
vorbehandelten Tieren ist zunachst hervorzuheben, daB die Erhohungen 
der Sauerstoffzehrung durch Niere, Leber und Muskel nach Thyroxin- 
injektionen keineswegs parallel gehen. Dies ist an sich nicht auffallend, 
wenn man erwigt, dab beispielsweise in Leber und Muskel nicht nur 
verschiedene Abbauenzyme und Aktivatoren, sondern auch verschiedene 
Substrate der Oxydation vorhanden sind, wie etwa in Leber Vitamin A 
und ungesattigte Fettsiuren, in Muskel Abbauprodukte der Kohlen- 
hydrate. 

Was unsere Ergebnisse an Leber betrifft, so zeigte sich bei kleinen 
Thyroxininjektionen kein Ergebnis, wenn die Frist zwischen Injektion 
und Tétung 24 Stunden oder weniger betrug?, ein Effekt trat erst 
auf bei wiederholter Injektion nach mehreren Tagen oder nach ein- 
maliger gréBerer Dosis von Thyroxin. Trotz der erheblichen Differenzen 
zwischen den an verschiedenen Tieren gewonnenen Absolutwerten des 
Atmungsquotienten diirfte aus den Zahlen der EinfluB der Thyroxin- 
injektion auf den Atmungsquotienten der Leberschnitte erkannt werden 
konnen, allerdings bei weitem kleiner als Dresels Befund. Bei den 
wiederholt eingegebenen Thyroxindosen diirfte nach Tagen die Fr- 
héhung der Sauerstoffzehrung durch die Leberschnitte etwa 25°, des 
Wertes betragen haben. 

Der EinfluB der Thyroxininjektion auf Nieren und auf Muskel 
ist erheblich geringer. Nur in Versuchsreihen F 1 und F 2 wurde der 
Atmungsquotient wesentlich héher gefunden als bei den Nieren der 


1 Ruler u. Ahlstrém, Zeitschr. f. physiol. Chem. 204, 168, 1931. 
2 Dies steht auch in Ubereinstimmung mit Versuchen, welche Her: 
Assistent Henry Larsson ausgefiihrt hat. 


15* 
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Normaltiere. Auffallenderweise gilt das gleiche fiir Muskelschnitte, 
deren Atmungsquotient in den Versuchsreihen F 1 und F 2 ebenfalls 
héher ausfiel als bei den normalen Kontrolltieren. 

Die Schnitte der Versuchsreihe F 1 waren besonders diinn (siehe 
Tabelle), wodurch die hohen Atmungswerte derselben  erklarlich 
werden. 

Ob der Atmungsquotient der Muskeln durch Thyroxinvorbehand- 
lung also erhéht wird oder nicht, muB bei der Fortsetzung dieser Versuche 
entschieden werden. Wenn der erhebliche Sauerstoffverbrauch, welcher 
bei Hyperthyreoidismus und nach starken Thyroxininjektionen im 
lebenden Tiere eintritt und an Verlust des Koérpergewichtes und an 
der Abnahme von Fett, Kohlenhydrat und EiweiB deutlich wird, 
nicht mit einem erhéhten Atmungsquotienten der Muskeln verkniipft 
ist, so liegt die SchluBfolgerung nahe, dab es der anaerobe Abbau ist, 
welcher das Thyroxin direkt beeinfluBt. Wo langere Zeit zwischen 
der Injektion und dem Beginn der Sauerstoffaufnahme in dem Warburg- 
GefaB verstrichen ist, k6nnen die in erhéhter Menge in vivo gebildeten 
Abbauprodukte bereits verbraucht worden sein, und eine erhédhte 
Gewebsoxydation wiirde, sofern eben das Enzymsystem der Atmung 
unverandert geblieben ist, nicht zum Vorschein kommen. 

Eine solche Vermutung, da das Thyroxin in erster Linie den 
anaeroben Stoffabbau beeinfluBt, hat schon vor langerer Zeit Haffner! 
ausgesprochen, und sie soll in Fortsetzung dieser Versuche durch quanti- 
tative Bestimmung der anaeroben Zwischenprodukte geprift werden. 
Im Lebergewebe kommt jedenfalls, wie erwaihnt, auch der erhéhte 
Sauerstoffverbrauch zum Vorschein. 


' Haffner, Klin. Wochenschr. 6. 1932. 1927. 
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Untersuchungen iiber die Salzaufnahme der Pflanzen. 


Ill. Mitteilung: 


Quantitative Beziehungen zwischen Atmung und Anionenaufnahme, 


Von 


H. Lundegardh und H. Burstrém. 
(Stockholm-Experimentalfaltet. ) 
(Eingegangen am 21. Mdrz 1933.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


I. Einleitung. 


In einer friiheren Mitteilung! haben wir die Bedeutung der Atmungs- 
kohlensaure fiir die Ionenbilanz bei der Aufnahme von Anionen und 
Kationen aus reinen, verdiinnten Salzlésungen aufgezeigt. Es wurden 
in diesen Versuchen simtliche Ionen in den Lésungen bestimmt, also 
nicht nur die durch die Absorption der Wurzeln aufgenommenen 
metallischen Kationen und Saureanionen, sondern auch die aus den 
Wurzeln ausgeschiedenen Kationen und durch Atmung gebildeten 
HCQ,-Ionen und CQ,-Molekiile. Die Berechnung der HCO,-Ionen 
erfolgte aus der Bestimmung der am Ende des Versuchs in der Lésung 
vorhandenen Kohlensdurequantitaét und der H-Ionenkonzentration der 
Lésung. 

Ein bemerkenswertes Ergebnis dieser Versuche war die Tatsache, 
daB die Atmungskohlensiure die Wirkung einer einseitigen Anionen- 
aufnahme unter Erhaltung eines innerhalb enger Grenzen schwankenden 
pu-Wertes der Lésung kompensiert und daB diese Anionenbilanz von 
der Natur der Kationen (ob K, Na, Rb,-Mg oder Ca) weitgehend un- 
abhangig ist. 

Unsere friiheren Versuche wurden mit Weizenpflanzen nach einer 
Spezialmethode der Wasserkultur ausgefiihrt®, bei der eine annihernde 
Konstanz der CO,-Abgabe von der Lésungsoberfliche vorausgesetzt 
werden konnte. Bei den fortgesetzten Untersuchungen zur Aufklarung 


1 H. Lundegardh u. H. Burstrém, Planta 18, 683, 1933. 
2 H. Lundegardh, Die Nahrstoffaufnahme der Pflanze, Jena 1932. 
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der Kausalbeziehungen zwischen Atmung und Ionenaufnahme erwies 
es sich notwendig, die Wurzelatmung gleichzeitig mit allen mit- 
beteiligten Ionen quantitativ zu bestimmen, Diese Aufgabe ist schwierig, 
aber durch folgende Versuchsanstellung wurde sie in befriedigender 
Weise gelost, 

II. Methodik. 

Die sortenreinen Weizenpflanzen wurden wie friiher in Gruppen 
von je 14 Stick in durchlécherten, paraffinierten Korkscheiben von 
38 mm Durchmesser aufgezogen (siehe Abb. 1). Die Aufzucht fand bei 
konstanter Temperatur in den Photothermostaten! und in verdiinnte: 
Nahrlésung statt. Die versuchsfertigen, etwa 2 Wochen alten Pflanzen 
besitzen etwa 12cm lange. reich verzweigte und mit dicht stehenden 
Wurzelhaaren versehene Wurzeln. 24 Stunden vor dem Versuch 
wurden sie in glasdestilliertes Wasser iibertragen. 

Die VersuchsgetaBe sind in Abb. 1, I. abgebildet. Das SU bis %) cer 
tassende Gefa8 hat einen weiteren Teil B mit einem kurzen Hals, wo de! 
Korkhalter mit den Pflanzen plaziert wird, A, und einen engeren Teil ©. 


|S 
i} 

















Abb. 1. 
I das Zirkulierungsgefab. 
II oberer Teil des evakuierten Kolbens; T = Kautschukschlauch, S = Spitze der H Cl-Biirette. 


Die beiden Teile kommunizieren vermittelst zwei schrag gestellten Rohren. 
und in die untere von diesen miindet auBerdem noch eine kurze, zugespitzte 
Réhre D, durch welche die Luft hineingeblasen wird. Die Luftblasen 
laufen infolge der Neigung der Verbindungsréhre schrag aufwarts in den 
engeren veitikalen GefaBteil und werden bei G abgeleitet. Durch die in 
bestimmter Richtung sich fortbewegenden Luftblasen wird die Lésung 


1 A.a.O. S. 14. 








Ba 
ab 
od 
nal 
dal 
(et 
wil 
nul 
als 


Ver 


met 


Aufs 
das 
folge 


Dies 
und 
freie1 
Von 
wo d 
tung 
wurd 
Verb 
drucl 
rohre 
1 
belad 











Salzaufnahme der Pflanzen. IL. 237 


in stetiger rotierender Bewegung gehalten, was fiir den Aufnahmevorgang 
der Ionen wichtig ist. 

Zur Verhinderung von Kohlensaureverlusten werden die Pflanzen mit 
jaumwolle, die mit Kakaobutter (Schmelzpunkt 25°C) tbergossen wird, 
abgedichtet. Die Atmungskohlensiéiure bleibt also restlos in der Lésung 
oder entweicht mit den Luftblasen des Durchliiftungsstromes, aus dem 
natiirlich auch die nétige Sauerstoffzufuhr kommt. Die Erfahrung zeigte, 
daB mit einer Durchliiftungsgeschwindigkeit von 6 Liter in 10 Stunden 
(etwa zehn Blasen in 3 Sekunden) eine sehr gute Durchliiftung erreicht 
wird. Die Sauerstoffabsorption ist fast optimal, sie ist in reinem Sauerstoff 
nur wenig gréBer, und die ('O,-Anhiéufung in der Lésung ist etwas kleiner 
als bei offener Verbindung der Lésung mit der Luft, wie in unseren fritheren 
Versuchen. 

Durch das Konstruieren dieses ZirkulierungsgefaéBes war die erste 
methodische Aufgabe befriedigend gelést. Eine zweite ebenso wichtige 
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Abb. 2. 
Gesamtbild der Apparatur fiir Bestimmung der Wurzelatmung. 


Aufgabe war die konstante Regulierung des Durchliiftungsstromes und 
das Aufsammeln der durchgetretenen Luft zwecks Analyse. Es wurde 
folgendes konstruiert (vgl. Abb. 2): 

Die Luft kommt aus einer Vorratsglocke L mit 40 bis 50 Liter Inhalt. 
Diese Glocke schwebt in reinem Glycerin mit kleiner Beriihrungsfliche 
und wird mit der geeigneten Luft-Kohlensiuremischung bzw. mit CO,- 
freier Luft oder reinem Sauerstoff, je nach der Versuchsaufgabe, angefiillt. 
Von der Vorratsglocke fiihrt eine Leitung in die beiden Photothermostaten, 
wo die Versuche bei einer konstanten Temperatur von 22° C und Beleuch- 
tung von 150 Halbwattlampen in Zeiss-Glockenspiegellampen / ausgefiihrt 
wurden, und steht mit der kleinen Réhre ()) am ZirkulierungsgefaB Z in 
Verbindung. Die Vorratsglocke wird belastet. so daB ein geeigneter Uber- 
druck entsteht. Die Blasenzahl wird durch Zwischenschalten von Kapillar- 
rohren geregelt. 

Von dem ZirkulierungsgefaB kommt die jetzt mit Atmungskohlenséure 
beladene Luft in ein elektromagnetisches Ventil V, das in Verbindung mit 
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einem NiveaugefaB FP einen regelmaBig pulsierenden Gegendruck erzeugt, 
bevor die Luft endlich in einen evakuierten Kolben E von 6 bis 8 Liter 
Inhalt aufgefangen wird. Die Konstruktion des Regulierorgans erhellt 
aus Abb. 2. Der Zuleitung zu dem Ventil parallel geschaltet ist ein ,,Luft- 
kissen** in #, der seinerseits vermittelst Glycerin auf den Schwimmer K 
driickt. Der Schwimmer schlieBt bei einem bestimmten Druck in PR die 
elektrische Kontaktvorrichtung A, so dali der Magnet am Luftventil Il’ 
diese 6ffnet. Hinter dem Ventil steht der evakuierte Kolben 2, der Uber- 
druck in FP gleicht sich deshalb schnell aus, worauf das Ventil sich schlieBt 
und das Spiel von neuem beginnen kann. Durch Einschalten von Kapillar- 
rohren in die Leitung wird erreicht, das der Ausgleich nicht allzu rasch 
erfolgt. Der Gegendruck in 2 schwankt deshalb nur um wenige Millimete: 
Glycerin. 

Durch die hier beschriebene Reguliervorrichtung wird erreicht, dats 
die aus dem ZirkulierungsgefaB entweichende Luft gegen einen durch- 
schnittlich konstanten Druck arbeitet, trotzdem da sich der evakuierte 
Kolben langsam fiillt. Glycerin verhalt sich vollkommen indifferent gegen- 
iiber Kohlensaéure und ist dem Quecksilber vorzuziehen. 

Die Evakuierung der Kolben erfolgt auf einer doppelten Réntgen- 
pumpe nach Pfeiffer. Die Kolben sind mit starken Gummistépseln und 
Hahnen mit weiter Bohrung versehen (Abb. 1, I1). Nach der Beendiguny 
eines Versuchs wird der noch vorhandene Unterdruck durch Zufuhr direkt 
aus dem Vorratsbehalter ausgeglichen. 


Ill. Gang der Versuche. 


Es wurde immer mit zwei Apparaturen gleichzeitig gearbeitet, die 
an der Vorratsglocke parallel geschaltet waren. Nach dem Einfiillen der 
Versuchslésung (80 bis 90 cem) in die beiden ZirkulierungsgefaBe wurden 
die Pflanzen hineingebracht und sogleich mit Baumwolle und Kakaobutter 
luftdicht abgeschlossen. Wahrend des Erstarrens des Fettes wurden die 
evakuierten Kolben und die Luftzuleitungen angeschlossen. Nach dem 
volligen Erstarren des Fettes (was etwa 20 Minuten dauert) wurde die Luft- 
zufuhr eingeschaltet. Die Ventile beginnen dann zu arbeiten, und das Ganze 
lauft von nun an automatisch 10 Stunden lang. 


Nach dem AbschluB des Versuchs wird der Kolben ausgeschaltet. 
Der vorhandene Unterdruck wird direkt aus der Vorratsglocke ausgeglichen. 
Die lange Spitze S einer Barytbiirette wird durch die Bohrung des Hahnes 
eingefiihrt (Abb. 1, I1), und eine bestimmte Quantitaét mit BaCl, versetzter 
n/60 Barytlésung (bei hohen Kohlenséurewerten n/6) wird in den Kolben 
eingefiihrt. Nach 24 Stunden (bzw. 2 Stunden auf einer Schaukelmaschine) 
wird tropfenweise mit n/40 (bzw. n/5) HCI titriert. Von dem gefundenen 
CO,-Wert wird der Kohlenséuregehalt der Vorratsluft, auf Volumen des 
Versuchskolbens berechnet, abgezogen; der Rest ist die Luftkomponente 
der Atmung. 

Die im ZirkulierungsgeféB als HCO; + CO, vorhandene Atmungs- 
kohlensiure wird aus dem py-Wert der Lésung und dem _ eventuellen 
KationeniiberschuB berechnet, nach der Formel 


log [CO,] = pK, — py + log [HCO;]*. 


* Lundegardh u. Burstrém, a. a. O. 1933, 8. 685. 
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wobei fiir pA, mit dem Wert 6,52 gerechnet wurde. Weil die Summe der 
Anionen und der Kationen gleich ist, so ist [HCO | gleich dem Salzkationen- 
iiberschuB. Bei SalzanioneniiberschuB kann die HCO s-Konzentration 
vernachlassigt werden. Es kommt in diesem Falle auch sehr wenig 
CO, gelést vor. Wir haben in allen Fallen, wo der py-Wert durch einen 
UberschuB des Salzanions befriedigt wird, angenommen, da® die in der 
Losung vorhandene Kohlensaéurequantitat vernachlassigt werden kann. 
Die totale Atmung besteht in diesem Falle praktisch nur aus der Luft- 
komponente. 


In der am Ende des Versuchs im VersuchsgefaB vorhandenen 
Lésung sollen jetzt folgende Bestimmungen ausgefiihrt werden: 

l. py-Bestimmung. Unmittelbar nach dem Abstellen des Luftstromes 
wird zu diesem Zwecke durch E (Abb. 1,1) eine Probe (etwa 15 cem) 
elektrometrisch (Chinhydronmethode) untersucht. 

2. Spektrographische Analyse der Lésung auf Kationen. 

3. Analyse auf Gehalt an urspriinglichem Anion (NO,, Cl oder SO,). 
Fiir NO, wurde mit der Phenolschwefelsiuremethode gearbeitet, wobei die 
gelbe Farbung im photoelektrischen Monochromator bei 4 — 4358 A.-Einh. 
kolorimetriert wurde. Weil wir immer mit reinen Salzlésungen arbeiteten. 
waren keine Stérungen (durch Chlor usw.) zu befiirechten. Fiir Cl und SO, 
wurde nach einem Difterenzverfahren! spektrographiert. 

Chlor wurde als AgCl gefallt und die Abnahme der Ag-Konzentration 
gemessen. SO, wurde als SrSQO, in Alkohol gefallt und die zuriickgebliebene 
Sr-Menge nach Verjagung des Alkohols und Verdiinnen spektrographisch 
ermittelt,. 

Es handelt sich bei allen diesen Arbeiten um die quantitative 
Bestimmung von ganz kleinen Mengen (0,005 bis 0,15 mA*), die spektro- 
graphische Methode ist deshalb unentbehrlich, obwohl bei dem Differenz- 
verfahren der unvermeidliche Arbeitsfehler natiirlich etwas gréBer 
ausfallt. 

IV. Die Atmung als Funktion der Anionenaufnahme, 


Folgende Salze und Konzentrationen wurden benutzt: 

1. NO,-Serie: NaNOs, KNO,, Mg(NOs)., Ca(NOg)o, Ba(N Oy)o 
in m 400 und m/800 (0,100 bis 0.400 mA pro ZirkulierungsgefaB). 

2. Cl-Serie: LiCl, NaCl, KCl, RbCl, CsCl, MgCl,, CaCl, in m 400 
und m S800, fiir einige Versuche m 4000 und m 32000. 

3. SO,-Serie: Na,SO,, K,SO,, MgSO,, CaSO, in m 400 und 
m S800. 

Trotz der groBen GleichmaBigkeit des Versuchsmaterials schwankt 
die Ionenaufnahme in den einzelnen Versuchen bedeutend. Parallel 


1 H. Lundegardh, Die quantitative Spektralanalyse der Elemente, 
Jena 1929, S. 144. 
* mA = Millidquivalent. 
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hiermit gehen aber die Variationen in der Totalatmung. Gleiches gilt 
fir die Anderungen der Aufnahmegeschwindigkeit, die man durch 
Anderung der Anfangskonzentration der Salzlésung hervorrufen kann. 
Durchschnittlich andert sich die Jonenaufnahme annahernd geradlinig 
mit der Konzentration, wie man dies bei den sehr verdiinnten Lésungen 
erwarten kann, im einzelnen sind aber die Variationen bedeutend. 
Auch die gegenseitige Aufnahmegeschwindigkeit von Anionen und 
Kationen wechselt in den einzelnen Versuchen, was man aus der 
Differenz ersieht. Diese kann sogar fiir ein und dasselbe Salz das 
Vorzeichen wechseln (vgl. Tabelle I, CsCl: ahnliches wurde auch fiir 
KNO,, KCl, NaCl, LiCl, MgCl, und MgSO, beobachtet), ein neuer 
Beweis fiir die relative Unabhangigkeit der Aufnahmemechanismen 
der Anionen und Kationen voneinander. 


Aus Raummangel soll das Versuchsmaterial nicht in  Einzel- 
versuchen vorgefiihrt werden. Zur Orientierung sind auszugsweise 
in Tabelle I einige einzelne Versuche wiedergegeben, und man findet 
hier Belege fiir die eben angedeuteten Eigentiimlichkeiten. Cher die 
relative Aufnahmegeschwindigkeit der Anionen und Kationen haben 
wir in friiheren Arbeiten! ausfiihrliche Belege beigebracht. Die neuen 
Versuche bringen hier nur weitere Bestitigung. Ein Blick auf 
Tabelle I orientiert iiber die leichte Aufnehmbarkeit von Alkali- 
kationen (besonders Kalium) im Vergleich zu Mg und Ca (nament- 
lich dem letzteren), tiber das langsame Permeieren von SO, im 
Vergleich zu NO, usw., sowie iiber die durch die unab- 
hangige Aufnahme von Anionen und Kationen  verursachten 
Verschiebungen in der H-Ionenkonzentration und in der Bean- 
spruchung von HCQ,-Ionen. 


Neue wichtige Tatsachen sind folgende: 


Die Totalatmung steigt und fallt mit der Anionenaufnahme, ist 
aber weitgehend von der Kationenaufnahme und von der Differenz 
Anionen—Kationen unabhangig. Die Totalatmung wird in ihrer 
strengen Abhangigkeit von der Anionenaufnahme auch nicht von der 
CO,-Konzentration der Luft beeinfluBt (vgl. die letzte Kolonne in 
Tabelle I). 

Infolge dieser Tatsachen kénnen wir das Primidrmaterial (etwa 
100 Versuche) nach steigender Anionenaufnahme, also unabhingig 
von der Natur der Kationen sowie von dem CO,-Gehalt der Luft 
zusammenstellen (Tabelle IT). 


1 H. Lundegardh, H. Burstrém, E. Rennerfelt, Sv. Bot. Tidskr. 26, 
271, 1932. 
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Tabelle Il. 
Anionenaufnahme und Atmung. 
NO,-Serie. 





Anionenaufnahme in mA. . 0,020 0,040 0.060 0,080 0100 0,120 
—0,040 —0,060 —0,080 —0100 —0120 —0,140 
Totalatmung in mA... . 0,177 _ 0.257 0,302 0,308 0,410 


(l-Serie. 





Anionenaufnahme in mA... 0.090 0,020 0.040 0.060 0.080 0.100 
~0,020 -0,049 —0.060 —0.080 —0.100 —0,120 
Totalatmung in mA... . 0188 0,237 0,292 0,364 — 0,423 


Graphisch bilden die Atmungswerte eine nicht durch den Ko- 
ordinatenanfangspunkt gehende Gerade (Abb.3), die fiir die beiden 
Serien auBerdem verschiedene Neigung zu der Abszisse hat. Das 
Abhiangigkeitsverhaltnis zwischen Atmung und Anionenaufnahme kann 
durch die empirische Formel 

Rieotat) — R, ae | (1) 
ausgedriickt werden. R, bedeutet hier einen Grundwert der Atmung, 
der als der bei hoher Salzverdiinnung erreichte untere Grenzwert er- 
scheint. Diese Grundatmung ist von verschiedenen chemisch-physikali- 
schen Faktoren abhangig, zeigt 
z. B. Differenzen in den verschie- 
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denen Serien und in Aqua dest. 
Vgl. hieriiber auch unten. 

A in der Formel bedeutet 
Anionenaufnahme, k ist ein fiir 
das betreffende Anion charakte- 
ristischer Koeffizient. der fir 
NOs, Cl und SO, die respektiven 
0 G05 GO O% G20 G5 GN G8 G40 O45 Werte 2, 3 und 6 annimmt. 

Totalatmung m E - 

Eine Zusammenstellung der 
Die Beziehung anid Anionenauf- v ereuchecegebniase in Gor Worse, 
nahme und Atmung. daB die Mittelwerte der Atmung 
und Anionenaufnahme fiir jedes 
Kation genommen werden, bringt dieselbe GesetzmaBbigkeit vor Augen 
(Tabelle III). Die nach Forme! (1) berechneten R,- Werte stimmen 
durchgehends befriedigend mit den beobachteten Werten. Nur fiir die 
Ba(NO,).-Reihe ist der berechnete Wert betrachtlich niedriger, was 
wir als einen EinfluB des schwereren Kations deuten. Hieriiber setzen 
weitere Untersuchungen fort. Sonst ist aus der Zusammenstellung in 
Tabelle II] ganz klar ersichtlich, daB die Kationen der Alkalien und 

von Mg, Ca keine spezifische Wirkung auf die Atmung haben. 
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Tabelle III. 
Anionenauftnahme und Atmunyg. 


NO,-Serie. mA. 








Kation Na kK Mg Ca Ba 
a ee ad ea 0.049 0.073 0.068 0.105 0.044 
ea ehh ae ce ee 8 0,098 0,146 0136 0.210 0.088 
R, . ‘8 Re Pe ee 0,205 0.248 0,261 0,325 0,278 
R, ber. ( 0,115 +24). 0,213 0,261 0,251 0,525 0,203 
Kationenaufnahme. . .. 0,027 0,064 0,027 0.026 0.021 

Cl-Serie. mA. 

Kation Li Na k Rb Cs Mg Ca 
Aw... eee ss. | 0,086 | 0,026 | 0,042 0,036 | 0,031 0,055 | 0,070 
$A... 2s 2 ~ © » « | 0,108 | 0,078 | 0,126 | 0,108 | 0,098 | 0,165 | 0,180 
Rew. ss eo eo eo oe © | OF286 | O25 | 0,264 | 0,262 | 0,239 | 0,314 | 0,323 
R, ber. ( 0148 +34). 0.256 0,226 0274 0,256 0,241 0.313) 0.357 
Kationenaufnahme. . . . 09,027 0.0382 0.051 0,036 0.028 0.038 0,033 


SO,-Serie. mA, 





Kation Na kK Mg Ca 
a a eee ee 0,030 0,034 0.042 0.015 
re eee eer ee 9,180 0,204 0,252 0.078 
_ ae ae 0,298 0,294 0,349 0.201 
Rk, ber. ( 0,110 + 6A). 0,290 0.314 0.362 O,1SS 
Kationenaufnahme. ... 0,051 0.044 0.040 0.016 


V. Wirkung des C0,-Partialdruckes und der H-lonenkonzentration 


Unsere Versuche zeigen, daB die in der Formel R, = R, ~ k. A aus- 
gedriickten Beziehungen zwischen Atmung und Anionenaufnahme von 
dem Partialdruck der Kohlensaiure in der Luft nicht beeinfluBt werden 
(vgl. Tabelle I). 

Als reiner Oxydationsvorgang betrachtet muh die Atmungs- 
geschwindigkeit teils vom Partialdruck des Sauerstoffs, teils vom 
Partialdruck der Kohlensaure abhingen. Bei Erhéhung des O,-Druckes 
steigt die Atmungsintensitét. Schon der Sauerstoffgehalt der Atmo- 
sphare ist ziemlich optimal, wir fanden aber in reinem Sauerstoff eine 
etwas héhere Atmungsintensitat (vgl. Tabelle I. Ca(NO,), m 400; 
ihnliche Ergebnisse mit CaSO, und Na,SQ,). 

Die Wirkung des auBeren CO,-Druckes ist verwickelter. Wie die 
Atmungsintensitat mit steigendem O,-Druck steigt, so wiirde sie um- 
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gekehrt mit steigendem CO,-Druck sinken, weil dies einer Anreicherung 


des Reaktionsproduktes gleichzustellen ware. Allem Anschein nacl 
beginnt diese Reaktionshemmung erst bei recht hohen CO,-Drucken 
meBbar zu werden. Bei 22 mg Liter, d.h. einem Partialdruck 


von etwa ! j4, Atm., ist jedenfalls nichts von einer Hemmung bemerk- 
bar, obwohl dieser Druck mehr als zehnmal so hoch wie der durch 
die Atmung selbst hervorgerufene ist (es wird an die Luft wahrend 
der Versuchszeit etwa 1,5 mg Liter abgegeben). Diese Unempfindlich- 
keit der Atmung von dem AuBeren CO,-Druck beruht sicherlich auf 
dem hohen CO,-Druck im Innern der Zellen. Die Oxydationsvorginge 
haben konstant gegen einen CO,-Druck zu arbeiten, der in turgescenten. 
lebensfrischen Pflanzenzellen wahrscheinlich von der GréBenordnung 
1 Atm. ist. Ein Gegendruck von ?! 9 Atm. kann dann nicht viel 
ausmachen. 

Der auBere CO,-Druck hat aber eine viel wichtigere Bedeutung fiir 
die Anionenbilanz und hierdurch auch fiir die H-Ionenkonzentration. 
Was die Anionenbilanz anbetrifft, so puffern die H,CO,-Molekiile det 
Lésung gegen einseitige Anionenaufnahme. Salzanionen werden durch 
HCO,-Ionen ausgetauscht. Steigender CO,-Druck in der Luft be- 
giinstigt wegen dieser Erleichterung der Anionenaufnahme laut der 
Formel (1) die Atmung. Diese Tatsache ist aus Tabelle IV (fiir dic 
NO,-Serie) und Tabelle I (fiir Cl-Versuche) ersichtlich. Durch Erhéhung 
des CO,-Partialdruckes der Luft werden ausnahmslos die Differenz 
Anionen-—Kationen, die absolute Anionenaufnahme und die Total- 
atmung bedeutend erhéht. Umgekehrt sinkt (mit Ausnahme von 
CsCl, siehe Tabelle I) die Kationenaufnahme. Der Mechanismus ist 
ganz zweifellos eine Begiinstigung der einseitigen Anionenaufnahme 
(vgl. Tabelle V), die Erhéhung der absoluten Anionenaufnahme ist 
eine Folge hiervon. 
; Tabelle IV*. 








Wirkung des auBeren CO,-Partialdruckes. Alle Werte in mA. 
et se co 
= F EE © = Ditferenz Atmung Gehalt 
Salz 222) SHE Anionen- HCO; — — Pu Pa 
=EZ2/=365 Kationen CO,in COgin wm, 
“~ i7 & Lisung Luft 7%! Luft 


NaNO, m/100 0,0270,027 +0.000 —  — 0119 0.119 630 0,165 
NaNO; m/100 0,0090,038 +.0,029 0,029 0,110 0,152 0,291 5.94 15,35 
Mg (NOs) m/200 0,0300,048 + 0,018 0,018 0,009 0,171 0,198 6,65 2.50 
Mg(NOs)o m/200 0,009 0.076 + 0,067 | 0,067. 0,093 0,181 0,341 6,37 20,87 
Ca (NOs)y m/200 0,0200,071 + 0,050 0,050 0,044 0,175 0,269 6,60 2.50 
Ca (NOs)9 m/200 0,002.0,110 +0,108 0,108 0,100 0,156 0.364 6.55 22.59 


* Aufgenommen minus ausgeschieden (vgl. Tabelle I, Kolonne Kationen). 


* Fiir Versuche mit LiCl, NaCl und CsCl siehe Tabelle I. 
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Die Wurzel enthalt im Protoplasma organische lonen, die nicht 
in die Lésung hiniibertreten kénnen. Hierdurch entsteht eine Ladungs- 
differenz zwischen Wurzel und Nahrlésung, die die Aufnahme der 
Jonen der letzteren beeinfluBt (Prinzip des Donnan-Gleichgewichtes). 
Echte Donnan-Gleichgewichte im System Wurzel_—Nahrlésung herrschen 
niemals, weil die Ionenwanderung, solange das Leben besteht, niemals 
aufhért. Vorhanden ist eine Tendenz der lTonenwanderung nach 
Richtung und Intensitaét, die u.a. von den Potentialverhaltnissen 
bedingt werden, die im Idealfalle ein echtes Donnan-Gleichgewicht 
schaffen wiirden. 

Tabelle V 
zeigt, wie die Differenz Anionen-Kationen und die absolute 
Anionenaufnahme mit erhéhtem CO,-Partialdruck steigt. 





Erhéhung der Ditferenz Absolute Mehraufnahme 


Salz Anionen-Kationen von Anionen 
mA mA 
NaNO, 0,029 0,011 
Mg (N Oz)o 0,049 0.028 
Ca (N Os )o 0,058 0,039 


Aus dem Membrangleichgewicht bzw. aus der  vorhandenen 
Potentialdifferenz folgt, daB 
| M*), [Ao], 
a = S- (2) 
[M*], [A>] 


L la 


d. h. es ist mit einer Erh6hung der Anionenaufnahme eine Verminderung 
der Kationenaufnahme verbunden, wie dies Tabelle V zeigt. Mit der 
Erhéhung der H-Ionenkonzentration in der Lésung soll auch die Anionen- 
aufnahme steigen. Eine solche Erhéhung von [H }, findet z. B. bei 
erhéhter CO,-Konzentration in der Luft statt. 

Fir das volle Verstandnis der H-Wirkungen in unseren Versuchen 
muB man im Auge behalten, daB der pu-Wert der Lésung kein primar 
wirkender Faktor ist, sondern daB die am Ende des Versuchs herrschende 
H-Ionenkonzentration durch die Bilanz zwischen der abgegebenen 
Kohlensaure und der Differenz Anionen-—Kationen bedingt wird. Zu 
Beginn von jedem Versuch herrscht namlich neutrale Reaktion. 

Die Differenz Anionen—Kationen wird durch die relative Auf- 
nahmegeschwindigkeit der Ionen des Salzes bestimmt. Die Kombination 
von einem schwer aufnehmbaren Ion, z. B. Ca, und einem leicht auf- 
nehmbaren, z. B. NOs, neigt notwendigerweise zu hohen px-Werten. 
Umgekehrt neigt die Kombination von einem leicht aufnehmbaren 
Kation, z. B. K, und einem schwer aufnehmbaren Anion, z. B. SO,, 
zu niedrigen py-Werten. Die Wirkung der H-Ionenkonzentration an 
sich, unabhangig von der durch die Ionenaufnahme aus der jeweiligen 
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Kombination bedingten, kénnen wir nicht leicht ermitteln. Man 
muBbte zu diesem Zwecke eine Puffersubstanz einfiihren, was aus 
mehreren Griinden nicht empfehlenswert ist. 

In der NO,-Serie ist das Anion durchgehends, auch bei KN Og, 
leichter aufnehmbar als das Kation. Es verbindet sich hier hohe Anionen- 
aufnahme regelmaBig mit hoher Differenz Anion—Kation, namentlich 
bei Mg und Ca, und infolgedessen [weil die Atmung zwangslaufig der 
totalen Anionenaufnahme, laut Formel (1), folgt] hohem px-Wert 
der Lésung. Erst bei auBerer CO,-Zufuhr mit der Luft kann, wie oben 
dargetan, der pu-Wert auf dem ,.Normalwert** etwa 6,0 bis 6,5 gehalten 
werden. Bei Erhéhung der Nitratkonzentration steigt die N O,-Aufnahme 
und hierdurch der pxu-Wert. Weil in der NO,-Serie die niedrigsten 
pu-Werte eben bei dem leicht aufnehmbaren KNO, bei hohem CO,- 
Gehalt der Luft auftreten, so macht bei sinkendem py-Wert die Kurve 
der Anionenaufnahme und Atmung einen neuen Anstieg. Regulierend 
auf den pu-Wert der Lésung wirkt also teils die Anionenaufnahme, 
teils die AuBere CO,-Konzentration. 

Man darf annehmen, dab, laut Formel (2), bei steigendem py-Wert 
der Lésung die Anionenaufnahme steigend gehemmt wiirde. Anderer- 
seits wird die CO,-Abgabe durch hohe pu-Werte begiinstigt. Es wirken 
also hier Teilprozesse gegeneinander. Weil laut Formel (1) der Quotient 
R/A mit steigendem R abnehmen muB, so nimmt die Méglichkeit 
einer Kompensierung der einseitigen Anionenaufnahme durch Atmungs- 
kohlensiure mit steigendem A dauernd ab. 

Uber die auBere CO,-Konzentration wurde schon gesprochen. 
Es leuchtet ein, daB steigende Durchliiftung, die mit einer Wegfiihrung 
der Atmungskohlensiure verbunden ist, sehr ungiinstig wirken mul. 
Begrenzte Durchliiftung bzw. CO,-Anreicherung der Luft wirkt nament- 
lich bei héherer Salzkonzentration entschieden giinstig. 

In der Cl-Serie wird das Anion teils leichter, teils schwerer als 
das Kation aufgenommen, auch bei demselben Salz, je nach den Be- 
dingungen. Die Differenz Anion—Kation wird nirgends so groB wie in 
der NQO,-Serie. Es bleiben folgerecht die pu-Werte durchgehends 
niedriger. Die hohen Werte fiir A sind in der Cl-Serie mit positiven 
Werten fiir die Differenz Anion-—Kation verbunden, entsprechen 
also auch den héheren px-Werten (Tabelle VI, Abb. 4), wahrend die 
niedrigen Werte fiir A mit niedrigen pu-Werten verbunden sind. Auch 
in dieser Serie beobachtet man eine Tendenz, obwohl viel schwacher 
als in der NO,-Serie, zu Erhéhung von A und R bei den niedrigsten 
pu-Werten, weil diese eben durch das leicht aufnehmbare KCl bedingt 
werden. Die hohen A-Werte bei héheren px-Werten treten, wie in der 
NQ,-Serie, mit den schwerer aufnehmbaren Kationen Mg, Ca, Li auf. 
DaB das Minimum von 4 und R (vgl. Tabelle VI und Abb. 4) in der 
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n Tabelle V1. 
s Atmung und py-Wert der Lésung. Alle Werte in mA. 
NO,-Serie. 
3° PH: 5,50—5,75 5,°5—6,00 600-625 6,25—6,50 6,50 —-6,75 6,75 —7,00 7,00—7,25 
\- 
h R-total . 2. 0,265 «0191 0,144 0,330 0,259 . 0.425 
Tr A-Aufnahme .— 0.082 0,038 0,025 0,079 0.069 - 0,140 
t R,ber.(k 2) 0,101 0,115 0,094 0,172, 0,121 0,145 
. RiA.....|| 82 5,0 5.8 4.2 38 3.0 
Cl-Serie. 
ic 
n 42% 450 4.75 5.00 | 5.25 5,50 5,75 | 6,00 | 6,25 
DH: 4,50 4,75 5,00 5,25 5,50 5,75 6,00 6,25 6,50 
™ 
4 R-total . . . 0,283 0,244 = 0,299 0.283) 0,248 0,232 0,211 0,308 0,370 
d A-Aufnahme . 0.053 0.030 0,030 0,030 0,029 0,034 0.031 0.045 0.084 
5 R, ber. (k 3) 0124 0,154 0,209 0193 0,161 0130 O18 0,168 0,118 
Ria... . .|bs 8.1 10,0 94 8,6 6.8 6,8 6,7 44 
‘t 
P Cl-Serie bei niedrigerem py-Wert als in der NO,-Serie liegt, beruht auf 
n dem héheren Wert fiir ’, sowie auf der Tatsache, daB die Differenz 
it Anion—Kation wegen der gleich- a 
it maBigeren Aufnahmegeschwindig- 7, | A 
3 keit von 4 und M dort niemals sehr “| LT 
hohe Werte erreicht. 675} a lal ca 
i. Die nahere Betrachtung der = go, ‘. ie 
rt beobachteten Zusammenhange zwi- gos! pF -: 4 
3. schen Anionenaufnahme und End- emit ae 
be pu der Lésung gibt keine Belege AE + NO, Serie Atmung 
fiir die Annahme einer deutlichen ~~ | Ae Amonen 
‘ VHC 
Is direkten Wirkung der H-Ionen auf °* / \ « Cl- Serie Atmung 
= diese Vorginge. Der am Ende des 425; | \ : 
n Versuchs erreichte pu-Wert ist so. | \ 
Is umgekehrt die notwendige Folge _., | lt 
n von der spezifischen Aufnahme- fn 
n geschwindigkeit der Anionen und ~ hs St 
ie Kationen und der mit den ersteren “Sg gay Que aoe Q0 Q% ON 06 GB a2 
-h verbundenen Mehratmung. Eine gp o¢ Aue’ ay Quo Gey Me 
- Zusammenstellung nach pu-Werten, Totalatmung mf 
n wie wir dies in Tabelle VI und Abb. 4 
rt Abb. 4 vorgenommen haben, hat ceaiatae oy adnan 
or also nur mehr den negativen Zweck, 
f. voreiligen Schliisse auf die direkte H-Wirkung vorzubeugen. Die be- 


or rechneten Werte fiir * in Tabelle VI zeigen unregelmaBige Schwan- 
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kungen, aber keine bestimmte Tendenz. Es lassen sich folgende 
allgemeine Regeln formulieren: 

1. Ist A M', so wird der py-Wert der Lésung um so starker 
gegen hohe Werte verschoben, je leichter A permeiert. Dies weil k . A 
bei normaler Durchliiftung? bei steigender Differenz A——W immer 
unvollstandiger den auBeren M-UberschuB zu kompensieren vermag 
(vgl. auch Tabelle VI, Werte fiir R)A). Gehemmte Durchliftung 
(steigender CO,-Gehalt der Luft) unterstiitzt die pxy-Regulation, be- 
ginstigt aber andererseits laut Formel (2) die Anionenaufnahme. 

2. Ist A — WM, so wird die Lésung immer sauer reagieren. Auf 
Grund der geringen Léslichkeit der Kohlensiure bei Anwesenheit von 
stark dissoziierten Sauren H.A bedeutet in diesem Falle sowohl 
die Atmungsintensitat wie der duBere CO,-Gehalt relativ wenig fiir 
den pxu-Wert der Lésung. Bei sehr niedrigen px-Werten tritt sicherlich 
eine Schadigung des Protoplasmas ein, und die Pflanze ist hier ganz 
hilflos, wenn nicht etwa ausgeschiedene Phosphatide puffern kénnen®. 
In unseren Versuchen, wo pu-Werte bis 4,4 beobachtet wurden, ist 
diese Vergiftungsgrenze noch nicht erreicht (die Versuchsdauer war 
ja auch relativ kurz). 

Eine annahernde Aquivalenz in der Aufnahme von Anion und 
Kation ist die giinstigste Bedingung fiir unbegrenzte Ionenaufnahme, 
bei A < M findet nimlich eine unaufhérliche Ansduerung der Lésung 
statt, wihrend bei 4 > WM durch Atmungskohlensdiure und Durch- 
liftungshemmung noch eine gewisse, obwohl nicht unbegrenzt dauer- 
hafte, Regulationsméglichkeit besteht. 

3. Der Wert & in der Forme] (1) hat, wenn A > VY, eine erhebliche 
Wirkung auf den px-Wert der Lésung. Weil fiir NO, der k-Wert am 
niedrigsten ist, so sind reine Nitratlésungen, namentlich auch wegen 
der leichten Aufnehmbarkeit von NO ;, am labilsten im Hinblick auf 
den pu-Wert. In Chloridlésungen und noch mehr in Sulfatlésungen, 
kann eine einseitige Anionenaufnahme viel weitgehender durch den 
hier hohen Atmungskoeffizient kompensiert werden. Wenn 4 < , 
bedeuten hohe k-Werte allerdings eine gewisse Mehransiuerung, die 
aber, wie oben dargelegt, praktisch sehr unbedeutend ausfallt. Die 
Ansaiuerung bringt iibrigens die Regulation mit, daB die Anionen- 
aufnahme im Verhaltnis zur Kationenaufnahme begiinstigt wird. 

4. Die hier dargelegten Verhaltnisse werfen auch Licht auf die 
Wichtigkeit von ,,balanzierten** Nahrlésungen. Bisher hat man aus- 


1 4 bedeutet hier, wie iiberall in dieser Mitteilung, die Anionenaufnahme, 
M die Kationenaufnahme aus dem Salz AW. 

2 Es wird iiberall vorausgesetzt, daB die Sauerstoffzufuhr normal ist. 

3 Vel. H. Lundegardh, H. Burstrém u. E. Rennerfelt, a. a.O. 1932. 
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schlieBlich den Antagonismus der Kationen beobachtet!. Die Beruck- 
sichtigung der Anionen zeigt erstens, dafs schon bei Kombination von 
zwei Salzen mit gemeinsamem Anion, z. B. KC] und CaCl,, die Anionen- 
wirkungen auberst wichtig sind. Denn wenn in reinem CaCl, weil 
hier A M in der Lésung bald py-Erhéhung erfolgt, so ist in reinem 
KCl, weil hier A M,. das Umgekehrte der Fall. In Kombination 
gleichen sich diese entgegengesetzten Tendenzen aus. und die Tonen- 
aufnahme kann viel weiter gehen, ohne daB der py-Wert in gefihrliche 
Extreme verschoben wird. 

Noch klarer tritt die Anionenfrage bei Lésungskombinationen 
von verschiedenen Anionen und Kationen hervor. KNO, muB voraus- 
sichtlich z. B. vorziiglich durch CaCl, oder MgCl, kompensiert werden, 
wahrend man voraussehen kann, dab Ca(NO,), durch z. B. KCl 
balanziert wird. Obwohl Cl- kein eigentliches Nahrion ist, so dirfte 
es jedoch als balanzierendes Agens in der Natur eine hervorragende 
Rolle spielen. Von Sulfaten haben diejenigen des zweiwertigen Mg 
oder Ca die unschadlichste Wirkung, auf Grund des hohen k-Wertes 
kann aber schon eine schwache SO,-Aufnahme z. B. eine starkere 
einseitige NO,-Aufnahme kompensieren. 


VI. Zur Deutung der Formel RP; R, eS 


Eine erschépfende Theorie der von uns aufgefundenen Zusammen- 
hange zwischen Anionenaufnahme und Atmung laBt sich noch nicht 
aufstellen. Die obige Formel ist zundchst rein empirisch, faBt aber die 
Mehrzah! der Tatsachen gut zusammen. 

Es handelt sich in unseren Versuchen um die Atmung der fein 
verteilten Wurzeln — reichlich Wurzelhaaren. Alle in den Wurzeln 
gebildete Kohlensiure geht zweifelsohne in die Lésung, nichts wird 
voraussichtlich nach oben in die griinen Teile geleitet. Umgekehrt 
wird sicherlich keine in den belichteten oberirdischen Teilen gebildete 
Kohlensaure in die Wurzeln hiniibergeleitet. Dagegen wird sicherlich 
ein Teil der in die Wurzeln aufgenommenen Ionen und Molekiile auch 
im Laufe des kurzen Versuchs in die griinen Teile fortgeleitet. Was 
wir beobachten, ist also der von der Wurzel geleistete Vorgang der 
Aufnahme und Fortbewegung der Ionen und die wahrenddessen pro- 
duzierte Atmungskohlensaure. 

Was nun die GréBe R, in unserer Forme] anbetrifft, so ist sie von 
der Versuchsdauer, der WurzelgréBe usw. abhangig. Wir haben diese 
beiden Bedingungen mdglichst gleichartig gehalten, R, bleibt auch 
auffallend konstant. Es ist aber zu vermuten, daB sich bei naherer 
Untersuchung eine gewisse Abhangigkeit von der H-Ionenkonzentration 


1 H. Lundegardh, Die Nahrstoffaufnahme der Pflanze, 1932. 
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ergeben wird, obwohl sie jedenfalls nach dem, was wir oben gefunden 
haben, nicht betrachtlich sein diirfte. Eine gewisse Abhangigkeit von 
dem in der Lésung vorhandenen Ionenbestand ist sicher vorhanden, 
sonst wirden wir nicht den kleinen, aber deutlichen Unterschied fiir #,, 
in der NQg-Serie, in destilliertem Wasser und in der Cl-Serie gefunden 
haben. Weitere Untersuchungen werden die Abhangigkeit der 2, -GréBe 
von den allgemeinen Lebensbedingungen aufzuklaren haben. 

R, ist vorlaufig der Ausdruck fiir den von der Anionenaufnahme 
unabhingigen Teil der totalen Wurzelatmung, der auch bei minimalster 
Zellarbeit vor sich geht. Ob die mit der Anionenaufnahme verbundene 
Mechratmung, die haufig die Grundatmung weit iibertrifft, auch chemisch 
einen Sondercharakter hat, wissen wir noch nicht. Um _ einfachen 
Austausch von Anionen gegen HCQO,-Ionen handelt es sich jedenfalls 
nicht, denn es wird mit Cl 1!),mal soviel Kohlensiure wie mit dem 
gleichfalls einwertigen NO, gebildet, und schon bei NO, hat k den 
Wert 2. Die Tatsache, daB bei NO, & den kleinsten Wert hat, lehrt 
iibrigens, da unsere friihere Vermutung!, die starke Atmung in den 
NO,-Lésungen sei durch Bildung von ,,Extrakohlensiure im = Sinne 
Warburgs und Negeleins? zu erklaren, heute dahin zu andern ist, daB 
NO,-Ionen auf Grund ihrer leichten Aufnehmbarkeit in die Zellen 
laut Formel (1) die Atmung steigern. 

Bis andere Erklarungsversuche aktuell werden, kann man die 
Kausalbeziehung zwischen Atmung und Anionenaufnahme als einen 
Ausdruck fiir die bet dem Transport des Anions von der iuBeren Wurzel- 
oberflache in die Wurzel und Pflanze hinein geleistete Arbeit betrachten. 
Zu beachten sind hierbei die Widerstaénde in kolloidalen Medien, die 
namentlich fiir hydratierte Ionen betrachtlich sind®. 

Nennen wir die in der Zeiteinheit in die Wurzel und in der Pflanze 
transportierte Anionenquantitat A, so gilt hierfiir 

p 


A We 


wo P die fiir die Bewegung mabgebende Potentialdifferenz und W der 
Bewegungswiderstand ist. 

Die relative Durchtrittsgeschwindigkeit der Anionen NO, C1] 
und SO, in die Wurzel betragt nach unseren Versuchen in dquivalenten 
Lésungen (wenn die Kationen K oder Mg sind) fiir 





! H. Lundegardh u. H. Burstrém, a. a. O. 1933, 8. 694. 
2 O. Warburg u. E. Negelein, diese Zeitschr. 110, 66, 1920. 
3 H. Lundegardh, Die Niahrstoffaufnahme der Pflanze 1932, Kap. 7. 
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Die Atmungskoeffizienten (4) waren fiir 





S0 Cl NO 
6 3 2 

Es besteht eine unleugbare Ahnlichkeit dieser Reihen, die darauf 
hindeutet, daB die .,Extraatmung™ (4. A) ein Ausdruck fiir die bei 
der Anionenaufnahme geleisteten Arbeit sein kénnte. Fiir die Aufnahme 
eines SO,-Ions (zweiwertig) in die Wurzel ist die Aktivierung von etwa 
24 Sauerstoffatomen erforderlich, waihrend der Aufnahme von einem 
NO,-lon (einwertig) die Arbeit von etwa vier Sauerstoffatomen ent- 
spricht. Dafiir ist aber der Aufnahmewiderstand fiir [SO, | etwa sechs- 
mal gréBer als fiir [NO-]. 

Wir beschranken uns vorlaufig auf diese Andeutung einer méglichen 
Erklirung der kausalen Beziehungen zwischen Atmung und Anionen- 
aufnahme. Der vollig ausbleibende Effekt der Alkali- und Ca-, Mg- 
Kationen auf die Atmung zeugt von dem ausgepragt anionischen 
Charakter der letzteren. Also wieder ein Beweis fiir die Verschieden- 
artigkeit der Aufnahmemechanismen von Anionen und Kationen. 
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Uber die Volumenschwankung des Muskels 
in Zusammenhang mit dem Chemismus der Kontraktion. 


Ill. Mitteilung: 
Uber die Volumeninderung bei chemischen Vorgingen im Muskel. 
Von 
0. Meyerhof und W. Mohle. 


(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 


medizinische Forschung, Heidelberg.) 
(Eingegangen am 31, Marz 1933.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


In zwei vorangegangenen Arbeiten ist gezeigt, dab gleichzeitig 
mit der Muskelkontraktion eine Volumenverringerung  stattfindet. 
die beim isometrischen Tetanus im Moment der Spannungszunahme 
steil einsetzt, waihrend der Aufrechterhaltung der Spannung langsam 
weiter zunimmt und bei der Erschlaffung nur zum Teil zuriickgeht. 
Der zunachst verbleibende Riickstand bleibt indessen nicht dauernd 
bestehen, sondern fallt allmahlich um so rascher, je starker der Muskel 

ermiidet ist, ab. Bei isotonischer Kontraktion ist die Volumenschwankung 
i geringer. Nachdem eine Wasserkompression zur Erklarung der Volumen- 
kontraktion nicht in Frage kommt!, sind vor allem zwei mégliche 
Ursachen in Betracht zu ziehen: 1. Elektrostriktion des Wassers durch 
neugebildete Ionen, 2. Verkleinerung des Molekularvolumens bei der 
chemischen Spaltung von Substanzen wahrend des Kontraktions- 


ablaufs. 
I. Elektrostriktion. 


1 O. Meyerhof u. W. Mohle, diese Zeitschr. 260, 469, 1933. 





Eine etwaige Neubildung von Ionen als Ursache der Volumenkon- 
traktion miiBte den mechanischen Vorgang zur Hauptsache wberdauern. 
{ Kine im 2- bis 4-Sekunden-Tetanus auftretende Volumenkontraktion 
von 5.10->cem pro 1 ccm Muskelwasser entspriche bei einwertigen 
Elektrolyten der Bildung von 2,5. 10 mol., was einem Zuwachs des 
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osmotischen Druckes um 0,12 Atmospharen gleichkime. Hierfiir ist 
vor allem die Anderung des Ionisationszustandes des FiweiBes in Be- 
tracht zu ziehen, und zwar ist nach H. H. Weber und D. Nachmansohn 
die Annaherung an den isoelektrischen Punkt und die damit verbundené 
Bildung von Zwitterionen mit einer Volumenkontraktion von etwa 
17 cem pro Aquivalent isoelektrisch gemachten EiweiBes verbunden!. 
Die von den Autoren direkt gefundene Volumenanderung bei Zusatz 
von n HCl zu Alkaliproteinat betragt namlich zwischen — 1,6 und 

S.8ccem. Hiervon ist abzuziehen die Volumenanderung der Reaktion 
HCl + NaOH NaCl — H,O von ~ 21 cem. Dies ergibt im Mittel 

l7 ccm. Bei einem Eiweibgehalt des Muskels von 15°, und einem 
Aquivalentgewicht von 1000 wiirde bei einer Volumenkontraktion 
von 5.10 %cem 2°, des vorhandenen Eiweibes isoelektrisch gemacht 
werden miissen. 

Nach Messungen von O. Meyerhof und F. Lipmann® findet bei den 
ersten Kontraktionen eine Reaktionsverschiebung nach der alkalischen 
Seite statt, um so starker, je kleiner das py bzw. je gréBber der CO,- 
Druck ist. Erst nach Aufspaltung des Hauptteils der Kreatinphosphor- 
siure verschiebt sich dann die Reaktion infolge Milchsiurebildung 
nach der sauren Seite. Anniherung an den isoelektrischen Punkt 
findet nur im zweiten Falle statt. Die Mitwirkung des EiweiBes am 
Verlauf der Volumenschwankung mibte sich demnach so abspielen, 
daB wahrend der Aufspaltung der Kreatinphosphorsaure eine von der 
Reaktion abhangige und am Neutralpunkt nur geringfiigige Dilatation, 
bei der Milchsaurebildung eine von der Reaktion unabhangige Volumen- 
kontraktion in Erscheinung tritt. Da nun, wie im folgenden Abschnitt 
gezeigt, die Volumeninderungen bei den beiden genannten Spaltungs- 
vorgingen selbst in umgekehrtem Sinne verlaufen, so wiirde die Mit- 
beteiligung des EiweiBbes beide Male zu einer Abschwachung der durch 
diese Spaltungen allein hervorgerufenen Volumenveranderungen fiihren. 
Diese Abschwachung wiirde aber bei neutraler Reaktion nur fiir die 
Milchsaurebildung wesentlich sein. Im ermiideten Muskel wird pro Mol 
Milchsiure etwa ', Aquivalent Eiwei8 isoelektrisch®. Damit  wiirde 
die mit der Milchsaurebildung verknipfte Volumendilatation um gut 
ein Drittel verringert (s. unten). 


Il. Volumeninderung bei den chemischen Spaltungsvorgingen. 


Seit langem ist bekannt, daB hydrolytische Spaltungen organischer 
Substanzen haufig mit Volumenkontraktion verbunden sind. 


1 H.H. Weber u. D. Nachmansohn, diese Zeitschr. 204, 215, 1929; 
H.H. Weber, ebenda 218, 1, 1930. 

2 Ebenda 227, 84. 1930. 

3 Vgl. O. Meyerhof u. K. Lohmann, ebenda 168, 128, 1926. 
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Die ersten Versuche hiertiber stammen von van Hoff!. Nach Galeott/? 
ist die Inversion des Rohrzuckers mit einer Volumenkontraktion von etwa 
6ecem pro Mol verbunden. Abhnilich gros sind die Betrage bet anderen 
Kohlenhydrathydrolysen, wie systematische Versuche von Sreenivasaya 
und Sastri® einerseits und Rona und Mitarbeitern* andererseits gezeigt 
haben; gréB8ere Betrage fanden Rona und Ammon beim Alanylathylester®, 
namlich 15¢em pro Mol und neuerdings Rona und Fischgold bei der hydro- 
lytischen Aufspaltung von Eiweib, pro Aquivalent frei werdender Armino- 
gruppe 20cem pro Mol®, 

Dieser Tatbestand forderte dazu auf, die Volumenveranderung 
bei den an der Muskeltatigkeit beteiligten chemischen Vorgangen zu 
untersuchen. Da es gelingt, alle diese Spaltungen enzymatisch im 
Muskelextrakt vor sich gehen zu lassen, war die zu befolgende Anordnung 
hiermit gegeben. 

Methodik. 

Die Messungen fanden in Dilatometern von der beistehend gezeichneten 
Form statt. Zum Teil verwandten wir statt des Hahnstopfens solche mit 
angeschmolzenem Hahn, doch waren fiir Versuche mit ganzen Muskeln 

allein GefaBbe mit Hahnstopfen 
( brauchbar. Auch fiir die enzy- 
matischen Versuche waren diese 
GefaBe ebenso gut, wenn die 














Cc ~\ . Stopfen gut eingefettet und mit 

*) starken Federn gesichert waren. 
Stets wurden die GefaBe vor 
dem Einfiillen des zu spaltenden 
Substrats ganz mit der enzy- 








matischen Loésung gefiillt, das 
iS Geta in den Thermostaten ge- 
hangt und nach Temperaturaus- 
gleich die ebentalls auf Thermo- 
statentemperatur gebrachte Sub- 
stratlésung aus einer Glasspritze 
mit verlangerter Kaniile auf den 
Boden des Gefabes langsam ein- 
Abb. 1. gespritzt. Die Messungen fanden 


Dilatometer fiir Versuche mit Muskeln und imthermokonstanten Raum statt, 
Muskelextrakt. 








dessen Temperatur etwa 1° unter 
Thermostatentemperatur lag. Bei 
20° konnte schon 1 bis 2 Minuten nach der Einspritzung mit der Ab- 
lesung begonnen werden. Bei 37° dauerte der Temperaturausgleich 
nach dem Einspritzen etwa 5 Minuten, doch konnte der Verlauf in den 


Sitzungsher. d. preuB. Akad. d. Wiss. 34, 963, 1910. 
Zeitschr. f. physik. Chem. 76, 105, 1911; S80, 241, 1912. 
Biochem. J. 23, 975, 1929. 
Rona u. Neuenschwander, diese Zeitschr. 235, 214, 1931; 247, 257, 
1932; 254, 322, 1932. 
5 Ebenda 249, 453, 1932. 
® Klin. Wochenschr. 12, 113. 1933 
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ersten 5 Minuten leicht aus einer Kontrolle, in der statt des Substrates 
Wasser eingespritzt war, entnommen werden. Das Volumen der Dilato 
metergefaBe betrug etwa 25cem, der Kapillarquerschnitt 0.17 bis o,19 qmm. 
Die Kapillaren sind in Millimeter graduiert, die Ablesung geschah entweder 
mit einem Ze?ss-Pripariermikroskop oder meist mit einer Thermometer- 
lupe auf Ol mm. Die Dilatometer wurden in horizontaler Richtung im 
Thermostaten langsam bewegt. wobei ein eingestellter Glasstab tir daucrnde 
Vermischung sorgte. 

Bei dem langsamen Gang der Volumenanderung war es nicht erftorder- 
lich, die Kapillare mit Hexan zu fiillen, sie enthielt Gieselbe enzymatische 
Losung wie das GefaB. Bei Kaninchenmuskelextrakt war es aber notig, 
einen lockeren Niederschlag, der sich in den ersten Stunden nach der Her- 
stellung bilden konnte, vor Anstellung der Versuche durch scharfes Zentri- 
tugieren zu entfernen. Die Extrakte wurden vor dem Eintiillen in die Getabe 
ausgepumpt, um Gasblaschen zu beseitigen. In einigen Fallen) wurden 
andere enzymatische Losungen benutzt, wie bei den Versuchen angegeben. 

Die Temperatur fiir die Versuche war 15 oder 20°, in einzelnen Fallen 37°. 
(deichzeitig wurde die Spaltung chemisch verfolgt, indem die Enzym- 
l6sung auf den in Frage kommenden Umsatz hin und etwaige Neben 
reaktionen vor und nach den dilatometrischen Versuchen verarbeitet wurde. 


) Milchsdu re bildung. 


Die Bildung von Milchsaure in gepufferter Losung aus Glykogen, 
Hexosediphosphorsaure und Hexosemonophosphorsaure fiihrt zu einer 
Dilatation von etwa 
24cem pro Mol Milch- mm? 








siure. Die Veresterung I Glykogen 
oder Abspaltung von aa ~~" 
Phosphat ist bei dieser 

Berechnung nicht be- - 

ricksichtigt. Allerdings 

findet man fiir die Ab- 

spaltung der Phosphor- ad 

siure aus  Hexosedi- 

phosphorsaure etwa 6 +f 

bis S cem  Volumen- 

kontraktion pro Mol at _ 
Phosphorsaure, aus 9% 728 ‘and e ~~ Ue 
Hexosemonophosphor- Wom 


Abb. 2 

lumenanderung le nach Volumendilatation bei der enzymatischen Spaltung 
= * von Glykogen (I) und Hexosemonophosphat (Il) zu 

der zusitzlichenVereste- Milchsiure. II] Muskelextrakt ohne Zusatz. 

Ordinate: Volumenanderung in cmm. 

Abszisse: Zeit in Stunden. «a Zusatz des Substrates. 


saure dagegen keine Vo- 


rung oder Abspaltung 
von Phosphat muB also 
die Volumendilatation bei der Milechsdurebildung etwas verschieden 
sein, doch ist dies systematisch nicht untersucht worden, zumal 
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Nebenreaktionen das Resultat beeinflussen. Am zuverlissigsten diirfte 
wohl der Wert fiir die Spaltung des Glykogens sein. 

Kleiner ist die Volumenanderung bei der Umwandlung von Methyl- 
glvoxal in Milchsaiure, nimlich + 16,6cem pro Mol. Eine Ubersicht 
gibt Tabelle I. 

Tabelle I. 


Volumendilatation bei der Milchsaurebildung. 





mg Milch- 10-3 eem Pro 1 Mol 


Nr. Enzymlosung Versuchsdauer Substrat sure Dila- cem Dila 
gebildet tation tation 
1 Froschmuskel- 4 Std. Glykogen 5,28 1.4 23,7 
extrakt 
2 Kaninchen- 4 , 40 Min. ‘a 15,4 4,1 24,0 
muskelextrakt 
3 KCl-Kaninchen- 3 , 30), " 17.9 4,92 24.7 
muskelextrakt 
4 Dasselbe Se x Hexosedi- 7.9 2.35 26.7 
phosphat 
5 . 5S, © , Dasselbe 10,2 24 21.2 
6 Kaninchen- a. Te = Hexosemono- = 11.6 2.5 19.5 
muskelextrakt phosphat — 
Durehsehnitt : 23,3 
7 KCl-Kaninchen- 3 . 30°) , Methyl- 50.5 9,72 17,3 
muskelextrakt elyoxal 
S Dasselbe aa | - 38,4 7.04 16,5 
i] > = 2 « ‘“ 61,0 10,83 16,0 
10 by 2... a ~ - 29,8 5,58 16,8 


Durchsehnitt: 16,6 


b) Ammoniakabspaltung. 


Die Ammoniakabspaltung aus Adenylsiure und Adenylpyrophos- 
phorsaéure ist mit einer Volumenkontraktion von 21 ccm pro Mol ver- 
bunden. Fir die Adenylsaiure ergibt sich dieser Wert direkt, fiir die 
Adenylpyrophosphorsaure, bei der Ammoniak und Phosphorsaure ab- 
gespalten werden, aus der Differenz der Volumenkontraktion gegeniiber 
der bloBen Abspaltung von zwei Phosphorsauren aus Inosinpyrophosphor- 
siiure. Dab die so berechnete Volumenkontraktion bei der Abspaltung 
des Ammoniaks aus Adenylsiure und Adenylpyrophosphorsaure genau 
iibereinstimmt, ist ein weiteres Argument dafiir, daB die Aminogruppe 
bei der Adenylpyrophosphorsiaure ebenso frei steht wie bei der Adenyl- 
siure'!. Ubrigens scheint die Abspaltung von Ammoniak bei hydro- 
lytischer Desaminierung immer mit etwa 20 ccm Volumenkontraktion 
pro Mol verkniipft zu sein, da bei der Hydrolyse des Harnstoffs durch 
Urease der gleiche Wert gefunden wird. In der Tabelle IT sind die Ver- 


Die entgegenstehende Annahme von Barrenscheen ist bereits von 
K. Lohmann zuriickgewiesen, diese Zeitschr. 254, 381. 1932. 
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suche mit Adenylsaure und Harnstoff wiedergegeben, waihrend die 
Spaltung der Adenylpyrophosphorsiure in Tabelle 111 aufgefiihrt 
ist. Von den Ureaseversuchen sind die beiden letzten mit Zusatz von 
KCN ausgefiihrt, das nach Jacoby! als Aktivator der Urease dient 
infolge komplexer Bindung hemmender Metallspuren. Der Umsatz 


Tabelle LI. 


Abspaltung des Ammoniaks. 





Pro Mol 
10°38 eem Amoniak- 


Nr. Enzymlisung Versuchsdauer Substrat mg N Kon- abspaltung 
gebildet traktion cem Kon- 
traktion 
1 Inakt. Kaninchen- 10 Min. Adenylsaures 2,14 3,21 21,0 
muskelextrakt Natrium 
2 Dasselbe, oo « Dasselbe 2,14 3,38 223 
1:1 verdiimut 
3 Dasselbe, 15 * ” 2,12 3,2 21,2 
1:2 verdinnt 
4 Dasselbe, 1S " 2,12 8.382 ‘220 


1:5 verdinnt 
Durchsehnitt: 21,4 


5  Jackbohnen-Urease 7Std. Harnstoff 1,91 2,61 19,1 
6 a , - 5,07 634 175 
7 Urease+n500KCN 3 . 15 7 2.19 338 21.6 
S Dasselbe oe ee is 4.8 7,34 21.4 


Durchschnitt : 19,9(21,5) 


ist dann bereits nach 3 Stunden beendet, die Messungen genauer. 
Das Mittel dieser beiden Versuche (21,5 cem pro Mol NHg) ist genau 
dasselbe wie das der Ammoniakabspaltung aus Adenylsiure. 


c) Hydrolyse von Pyrophosphorsdureverbindungen, 

Untersucht wurde Adenylpyrophosphorsiure mit gleichzeitiger 
Ammoniakabspaltung, Inosinpyrophosphorsaéure und anorganische Pyro- 
phosphorsiure. Als Enzymlésung diente Kaninchenmuskelextrakt, 
dessen Milchsdiurebildung abgelaufen und dessen praformiertes Pyro- 
phosphat gespalten war. Man sieht, daB die Differenz der Volumen- 
kontraktionen von Adenylpyrophosphorsiure und Inosinpyrophosphor- 
siure gerade 2] cem betrigt. Tatsachlich ist, wie Versuch 3 zeigt, 

NH, 

2 H,PO, 
tische. Andererseits ist die Volumenkontraktion bei anorganischem 


das molare Verhaltnis von 1.1, also fast genau das theore- 


Pyrophosphat nur zwei Drittel so groB wie bei Inosinpyrophosphorsaure. 
Dieses ist leicht verstandlich, da wahrscheinlich die Pyrophosphor- 


1 Diese Zeitschr. ISI, 194, 1927. 
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siuregruppe an der Phosphorsiure der Adenylsaure bzw. Inosinsaure 
sitzt, so da also statt zwei hier drei Phosphorsiuregruppen bei der 


Spaltung frei werden. Tabelle III 
' 


Volumenkontraktion bei der Spaltung von Pyrophosphorsaure- 
verbindungen. 








Nr. Muskelextrakt Versuchsdauer Substrat he | 
va 
as 
1 | Kaninchen- | 3 Std. 30 Min. Adenylpyro- 11.0 3,02 39 
muskel- phosphat 
extrakt 
2 Dasselbe , -- ae ws Dasselbe 10.1 3,27 46 
3 " : + @ ss - 8.9 0,98 2,56 40.6 
Durchschnitt: 42 
4 ‘ 2» B@ s Inosinpyro- 11,3 1.62 20,4 
phosphat 
5 1, 6 , Anorg. Pyro- 13,1 1.33 14.4 
phosphat 


d) Spaltung der Kreatinphosphorsdure. 

Fiir die Versuche mit Kreatinphosphorsiure wurde ein 85 
reines Bariumpraiparat benutzt, das Herr Dr. Aiessling in unserem 
Institut darstellte. Die ersten beiden Versuche der Tabelle IV sind wegen 
unvollstindiger Aufspaltung der zugesetzten Kreatinphosphorsaure 
weniger genau. Auch bei den beiden folgenden Versuchen besteht noch 
eine gewisse Unsicherheit wegen einer gleichzeitigen geringen Milchsaure- 
bildung, die aus Hexosemonophosphat stammt, welches als Verunreini- 
gung in dem Bariumpraparat enthalten ist. Bei Mitberiicksichtigung 
dieser Milchsdurebildung miBte die Volumenkontraktion statt 11.5 
etwa 14ccm pro Mol gespaltener Kreatinphosphorsaure betragen. 


Tabelle IV. 
Aufspaltung der Kreatinphosphorsaure. 





Pro Mol 


mg P.O; 10-3 ¢em 
P Hg PO, 


Nr. | Muskelextrakt Versuchsdauer Substrat auf- Kontrak- éian on 
gespalten tion eickinas 
1 Kaninchen- 3 Std. 15 Min. Kreatin- 5.6 0,93 (11,8) 
muskel- phosphor- 
extrakt saure 
2 Dasselbe os Dasselbe 6,6 0,855 ( 9,2) 
3 Frosch- i a 8.6 1.42 11,7 
| muskel- 
| extrakt 
4 Dasselbe 6, BW .« - 7.9 1,25 112 


Durehschnitt : 11,5 
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¢) Spaltung der Hexosephosphorsauren, 


Die Veresterung des Glykogens in Gegenwart von Fluorid geht mit 
einer Volumendilatation vonstatten. Hierbei bildet sich aber nur zum 
Teil Hexosediphosphorsaure, zum groBen Teil der schwer hydrolysier- 
bare Ester von Lohmann’, den wir jetzt hauptsichlich als ein Gemisch 
von Glycerinphosphorsdure und Phosphoglycerinsaure —ansprechen 
miissen*®. Diese Veresterung des Glykogens ist mit einer Dilatation 
von etwa 7ecem pro Mol aufgenommener Phosphorsaure verbunden. 
Hieraus ist demnach noch kein SchluB auf die Volumenanderung bei 
der Abspaltung der Phosphorsaiure aus Hexosephosphorsauren (ohne 
gleichzeitige Milchsiurebildung) zu ziehen. Es zeigt sich aber, dab tat- 
sichlich die ‘A bspaltung der Phosphorsiure aus Hexosediphosphorsaure 
im Mittel mit einer Volumenkontraktion von 6 bis 8 cem pro Mol H,PO, 
verbunden ist. 


Um diese Spaltung ohne gleichzeitige Milchsaurebildung vor sich 
gehen zu lassen, benutzten wir Nierenphosphatase, die nach Kay her- 
gestellt und dialysiert war®. Sie wurde fiir die Versuche mit Magnesium 
(3 mg auf 25 cem) und Glykokoll-NaOH von py 9 versetzt, das Chloro- 
form durch Auspumpen entfernt. Die Messungen fanden  meist bei 
37° statt. 

Stets verlief die Spaltung der Hexosediphosphorsaure in den ersten 
2 bis 3 Stunden mit einer Volumenkontraktion, die Spaltung der Hexosc- 
monophosphorsaure im selben Zeitraum ohne oder mit sehr geringer 
Volumenanderung. In beiden fallen schlieBt sich aber eine weitere 
feaktion mit starker Volumendilatation an, die 30° bis 50cem = pro 
Mol betragt. Diese bisher nicht aufgeklirte Reaktion hat mit 
der Abspaltung der Phosphorsiure nichts zu tun, ebensowenig 
mit Milchsdurebildung; sie muB auf sekundiren Veranderungen 
des abgespaltenen Zuckers beruhen, die hier auber Betracht bleiben 
kénnen. 


Die mitgeteilten Versuche betrafen nur den Zeitabschnitt bis zum 
Beginn dieser sekundaren Dilatation: da die Abspaltung beider Phosphor. 
sduregruppen wohl nicht gleichzeitig vor sich geht und die Abspaltung 
der ersten, aber nicht der zweiten Phosphorsauregruppe mit einer 
Volumenkontraktion verkniipft ist, versteht man, da} die Werte fur 
Hexosediphosphorsaure etwas schwanken miissen. 


1 K. Lohmann, diese Zeitschr. 222, 324, 1930. 

2 Vel. Embden, Deuticke u. Kraft, Win. Wochenschr. 1933, 8S. 213; 
O. Meyerhof u. W. Kiessling, Naturwiss. 21, 223, 1933. 

3 Kay, Biochem. J. 20, 795, 1926; Jenner u. Kay, J. of biol. Chem. 98, 
733, 1931. 
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Tabelle V. 


Volumenkontraktion bei der Hydrolyse der Phosphorsaureeste1 
durch Nierenphosphatase. 








= mg P20; 1 a 
Nr. Versuchsdauer = Substrat : — E Z 
= als Ester oi. = = 
ad vor- . > 
oc handen &@spalten ~ = 
1 4Std. 30 Min. 37 Glycerin- 22.0 14,0 1,67 8.4 
phosphorsaure 
2 ‘4 20 ~ 37 28.9 18,6 2.48 9.5 
3 2c 37 ae | 29,8 17,8 1,67 6.7 
4a)1 , 45, | 387 | gone 26,1 10.15 0,86 6,0 
b 2,40 , Bee ogee 26,1 16,2 1.35 6.0 
SBali1 , 45 , || 87 _— | 13.0 10.9 1,22 8,0 
bid , 37 15,1 13,0 1,39 ‘2 
6/38, 10, | 87 be ml 7,17 369 0 0 
7 6, 2, 20 (Embden) | 4.80 3,14 O15 3, 
8 6 , 37 Hexosemono- 8,40 4.04 0,05 1,0 
phosphorsaure 
( Neuherg) 
9 S , 3 , 20 Hexose- 27,2 6.5 0,84 12,0 ** 
diphosphor- 


saure (in dialy- 
siertem Muskel- 
extrakt ) 


* Ab Wasserkontrolle. 
** Mit Milchsdéurekorrektur. 


SchlieBlich wurde noch ein Versuch mit 2 Stunden dialysiertem 
Froschmuskelextrakt unter Zugabe von Mg ohne Adenylpyrophosphat 
ausgefiihrt. In diesem Fall wird nach A. Lohmann aus Hexosediphosphor- 
siure nur eine Phosphorsiuregruppe abgespalten, ohne oder mit sehr 


eringer Milchsiurebildung. In der Tat ergab sich hier (mit Korrektur 
£ £ £ 


fiir die geringe Milchséurebildung von 1,17 mg in 25cem) 12,0 ccm 
Volumenkontraktion pro Mol. Das bestatigt, dab der Mittelwert von 
6 cem sich zusammensetzt aus einer molaren Kontraktion von 12 ccm 
fiir die erste und nahezu 0 fiir die zweite Phosphorsauregruppe. 


f) Esterumlagerung. 

Von den Umesterungen ist besonders die Umlagerung des Neuberg- 
schen Esters in den Gleichgewichtsester (— Embden-Ester) von Wichtig- 
keit, die in der folgenden Arbeit von A. Lohmann beschrieben ist!. 

Bei der Abspaltung einer Phosphorsiuregruppe aus Hexose- 
diphosphorsiure lagert sich die entstandene Fructosemonophosphor- 


' Diese Zeitschr. 261, 267, 1933. 








Te 


tu 
zu 
od 





try 


** 


m 
at 


on 
m 








Volumenschwankung des Muskels usw. III. PO] 


siure enzymatisch sofort in die Gleichgewichtsform um, die zu vier 
Fiinfteln aus Glucosemonophosphorsiure, zu einem Fiinftel aus Fructose- 
monophosphorsiure besteht. Um den Vorgang langsamer ablaufen zu 
lassen, benutzten wir stark verdiinnte Extrakte aus Kaninchenleber 
und fiihrten den Versuch “bei 20° durch. In diesem Fall war die Um- 
lagerung nach etwa 2 Stunden beendet. Wenn in 25 ccm 30fach ver- 
diinnten Leberextraktes eine Lésung von Newherg-Ester mit 18,25 mg 
P,O, eingespritzt wurde, so entsteht hieraus in 2 bis 3 Stunden etwa 
75°, schwer hydrolysierbare Glucosemonophosphorsiure mit 14 mg 
P,O; ohne jede Phosphorsdureabspaltung. Die beobachtete Volumen- 
kontraktion betrug 0.7 cemm entsprechend 3,5 ccm pro Mol. Ein geringer 
Teil der bei der Hexosediphosphorsiurespaltung auftretenden Volumen- 
kontraktion diirfte auf diese Umlagerung zu beziehen sein. 


q) Kombinationen. 

Durch Kombination mehrerer der vorstehend untersuchten Spal- 
tungsvorgange kann man erreichen, daB ahnlich wie im lebenden Muskel 
zunachst eine Volumenkontraktion eintritt, die dann kompensiert 
oder von einer Dilatation gefolgt wird. Auf Abb. 3 sind zwei Kurven 
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Abb. 3. 


Beschriftung wie Abb. 2. I Volumeniinderung bei der Spaltung von Adenylpyrophosphat, 
Il Volumeninderung bei der Spaltung von Adenylpyrophosphat und Glykogen 


wiedergegeben, von denen die eine die Volumeninderung zeigt, wenn 
nur Adenylpyrophosphat zum Extrakt zugesetzt wird, die andere 
den Verlauf, wenn gleichzeitig Adenylpyrophosphat und Clykogen 
zugegeben wird. Infolge der rascheren Aufspaltung des Adenylpyro- 
phosphats tritt zunachst eine Volumenkontraktion ein, die dann durch 
die Dilatation der Milchséurebildung tiberkompensiert wird, Bei 
chemischer Kontrolle der Umsitze erhalt man die aus dem Zerfall des 
Adenylpyrophosphats einerseits und der Milchsaurebildung anderer- 
seits berechnete Volumenkontraktion. Dies ersieht man aus Tabelle VI, 
wo zwei weitere derartige Versuche aufgefiihrt sind. 
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Tabelle VI. 


Volumenveranderung bei kombinierten Spaltungen im Muskel- 
extrakt (Kaninchen). 





mg Volumenveriinderung ccm . 10 
Kohlenhydrat Mileb- Fyro- : 
Versuchsdauer a oye P.O, || fiir Milch- ,..,.. in 
zusatz sure 2.5 oaths . fiirApyro 
rebildet ge- saure er- erw arte t summa gemesser 
E spalten wartet erwartet 
3 Std. 30 Min. Glucose 4,2 2.54 + 1,1 0,7 +04 +04 
+ Hexokinase 
3, 30, | Glykogen 99 | 254, +26 —07 +19 41,42 
Il, Chemische Starre. | 


Auf Grund der vorstehenden Versuche erhebt sich die naheliegende 
Frage, ob bei der chemischen Starre des intakten Muskels diejenige 
Volumenanderung resultiert, die aus der Summe der enzymatischen 
Spaltungsvorginge, die im vorstehenden untersucht wurden, zu be- 
rechnen ist. Es ist allerdings zu bedenken, daB die Reaktion der Spalt- 
produkte mit dem MuskeleiweiB im Extrakt keine wesentliche Rolle 
spielt, was schon daraus hervorgeht. daB die Volumenanderungen von 
der Verdiinnung des Extraktes unabhangig sind. Im Muskel ist dagegen 
beim Entstehen von Basen- und Saurevalenzen eine Anderung det 
EiweiBionisation zu erwarten. 

Tatsachlich besteht nun ein erheblicher Unterschied in der Volumen- 
schwankung bei der Jodessigsdiurestarre und der Coffeinstarre, von denen 
die erste bekanntlich ohne Milchsaurebildung, die letztere mit starker 
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Abb. 4. 
Volumeninderung bei der Starre intakter Muskeln. 
I Ruhemuskel ohne Zusatz, II Coffeinstarre, 0,18 °/9 Coffein, II] Jodessigsaurestarre (1 : 3000 


Milchsaurebildung einhergeht. Die Differenz ist in der erwarteten 
Richtung, denn bei der Jodessigsaurestarre verringert sich das Volumen 
und die Volumenkontraktion kommt zum Stillstand, wenn dix 
Starre abgelaufen ist: bei der Coffeinstarre dagegen bleibt das Volumen 
gleich oder nimmt ein wenig zu (vgl. Abb. 4). 
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Volumenschwankung des Muskels usw. III. P63 


Die Versuche wurden bei 20° ausgefiihrt. Die médglichst schonend 
abpraparierten Schenkelmuskeln einer kleinen ‘Temporaria wurden 
nach sorgfaltiger Entfernung der Luftblaschen mit Ringerlésung 
in das Dilatometer gefillt; der Temperaturausgleich abgewartet 
und dann 2 ccm Jodessigsiure- bzw. Coffeinlésung  eingespritzt. 
Bei chemischer Untersuchung wurden die symmetrischen Muskeln 
ebenso prapariert und bei Beginn der Ablesungen als Vorwert 
verarbeitet. 

Vergleicht man aber den chemischen Umsatz mit der Volumen- 
anderung, so ist der gemessene Effekt der Volumenverringerung in 
allen Fallen erheblich gréBer bzw. der Effekt der Dilatation geringer, 
als aus dem chemischen Umsatz berechnet wird. Auch wenn man 
annimmt, da bei der Jodessigsiurestarre die geringe Milchsaure- 
bildung und die Veresterung durch die Zwitterionenbildung des 
EiweiBes in ihren Effekten) kompensiert wiirden, so ist immer 
noch die Volumenkontraktion gréBer, als sich aus der Spaltung 
des Adenylpyrophosphats und = der Kreatinphosphorsiure — ergibt 
(vgl. Tabelle VII, letzte Spalte).  Ebenso miibte die Dilatation 
infolge der Milchsiurebildung bei der Coffeinstarre sehr viel gréBer 
sein, als beobachtet wird. Auch dies spricht dafiir, daB an der 
gemessenen Volumenschwankung zwar der  bekannte  chemische 
Umsatz wesentlich beteiligt ist, da aber noch nicht alle in 
Jetracht kommenden Faktoren gefunden sind. 


Tabelle VII. 


Volumenanderung bei der Starre. 








10-3 cem 
; eer — ‘ Volumen- mg Milchsdure 
Nr. g Muskel Starreart Versuchsdauer anderung gebildet 


vemessen 





1 6,35 Coffein 4 Std. 20 Min. +- 0,15 14,8 

2 5.5 Jodessigsaure >, we . —?2,1 + 2.57 

3 6.0 ‘ 3 a 1,54 + 30 

4 6.6 i - a: Ie se — 1,938 + 05 

5 6.8 Ruhe S x +013 4.4 
mg P20; Volumeninderung berechnet 

Nr. Phosphagen- : aus der Summe aus Apyro- und 

Apvyrozerfall sertall Veresterung der Spaltungs Phosphagen- 
vorgange zertail 

1 — 2,87 — 4,95 - 2.95 1,05 

2 — 1.5 3.8 +41 0.0 1.03 

3 05 is + 3.8 + 0.3 O08 

4 — 2.9 4.95 + 4.7 0.55 1.05 

5 — 0,4 4.5 0 + 4 0.80 
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Diskussion. 


Die Ursache der Volumenanderung bei den enzymatischen Spaltungs- 
vorgingen beruht auf der Differenz des Molekularvolumens der ver- 
schwindenden und neu entstehenden Stoffe in Lésung. Auf die Theorie 
braucht hier nicht naher eingegangen zu werden. Dah bei der Auf- 
spaltung einer Kohlenstoffkette ohne Wassereintritt im allgemeinen 
eine VergréBerung des Molekularvolumens erfolgt, ist naheliegend, 
da der Kernabstand zweier benachbarter C-Atome im Molekiil im all- 
gemeinen kleiner ist als der Kernabstand der C-Atome zweier getrennter 
Molekiile. Dies erklart allerdings nicht, warum auch die Umwandlung 
von Methylglyoxal in Milchsaure mit erheblicher VergréBerung des 
Molekularvolumens verbunden ist. 

Dab bei der Hydrolyse umgekehrt eine mehr oder weniger grobe 
Kontraktion erfolgt, hangt zweifellos mit dem Einbau eines Wasser- 
molekiils in die Spaltprodukte zusammen. Betragt die Verkleinerung 
mehr als IS ccm pro Mol, so ist mehr als das urspringliche Volumen 
des Wassermolekiils verschwunden. Das ist z. B. bei der Abspaltung 
von Ammoniak der Fall. Im iibrigen richtet sich das Verhalten offenbar 
wesentlich nach der hydrolytisch abgespaltenen Gruppe. Wahrend bei 
der Hydrolyse der Zucker die Volumenkontraktion pro Mol freiwerdender 
Hexose nur bis 3 com betragt, betragt sie pro Mol freiwerdender Phosphor- 
siure meist 6 bis 7cem. Bei anorganischem Pyrophosphat betragt die 
Kontraktion pro Mol Phosphorsaure 7,2, bei Adenylpyrophosphor- 
saure 10,5: wenn hier jedoch auch die Phosphorsiuregruppe der Adeny]- 
siure frei wirde, erhalt man pro Mol Phosphorsiure ebenfalls 7, bei 
Hexosediphosphorsaiure im Mittel 6, wobei allerdings die Abspaltung der 
ersten und zweiten Gruppe ‘sehr verschieden stark wirkt. Bei der Ab- 
spaltung von Ammoniak scheinen sich meist 21 cem zu ergeben. Diesen 
Wert erhalten wir nicht nur bei Adenylsiure und Adenylpyrophosphor- 
siure, sondern auch bei Harnstoff. Der Volumeneffekt der Abspaltung 
der Phosphorséure aus Kreatinphosphorsaure ist vielleicht etwas gréBer, 
weil hier auch die freiwerdende Cuanidingruppe eine Rolle spielt. 

Um die Volumenkurve bei der Muskelkontraktion zu deuten, 
sind, wie schon in den vorigen Arbeiten erwahnt, vor allem wichtig 
die Zunahme der Volumenkontraktion wahrend der Aufrechterhaltung 
der Spannung im Tetanus, der verbleibende Riickstand nach der Er- 
schlaffung und das Verhialtnis von isometrischer und isotonischer 
Kontraktion. Zur Erklarung des auberordentlichen Unterschiedes 
in dem letzteren Fall ist der Unterschied der UmsatzgréBe zu_beriick- 
sichtigen, die isometrisch beim Gastrocnemius das sechsfache der 
isotonischen betragen kann. Im gleichen Sinne, d.h. fiir die Rolle 
des chemischen Umsatzes spricht die prinzipielle Cbereinstimmung 


der Form der Volumenkurve mit derjenigen der Warmebildung. Beide 
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Volumenschwankung des Muskels usw. III. 20 
assen sich darstellen durch die Formel (4 — B.t), wo A Anteil der 
Spannungszunahme, £6 Anteil pro Zeiteinheit  aufrechterhaltener 
Spannung und ¢ Zeit in Sekunden bedeutet. Dabei ist B von der Tem- 
peratur abhangig. Allerdings ist der Anteil A im Verhaltnis zu B bei 
der Volumenabnahme viel gr6Ber als bei der Warmebildung. SéhlieBlich 
spricht besonders fur die Rolle des chemischen Umsatzes der ver- 
bleibende Rickstand; denn es ist bekannt, da die mit der Kontraktion 
verbundenen chemischen Vergainge zum Teil erst nach der Erschlaffung 
vor sich gehen. Je nachdem, ob man noch eine erhebliche reversible 
Ammoniakabspaltung wahrend der Kontraktion annimmt oder nicht, 
wird man das Einsetzen der Volumenkontraktion auf diese und die 
Kreatinphosphorsdurespaltung oder wesentlich nur auf die letztere 
heziehen. Im Falle einer solchen reversiblen’ Ammoniakabspaltung 
wirde ein entsprechender Zerfall des Pyrophosphats wahrscheinlich sein, 

Tatsachlich reicht aber der nachgewiesene reversible Zerfall der 
Kreatinphosphorsaure und die nach der Kontraktion — restierende 
Ammoniakabspaltung schon véllig aus zur Erklarung des beobachteten 
Effektes. 

technen wir mit einem A-,, von 15. 10° fiir die Spaltung der 
Kreatinphosphorsaure ohne Resynthese! und einer Volumenkontraktion 
von 11,5 cem pro Mol Kreatinphosphorsaure, so ist bei 2000 g Spannungs- 
entwicklung in einem 4-Sekunden-Tetanus ein Zerfall von 1.55 mg H, PO, 
und eine Volumenkontraktion von IS. 10 %cem zu erwarten, was 
bereits den héchsten beobachteten Werten entspricht. Bei einem 
18g schweren Muskel ware dies 1.104 des Muskelvolumens ®. 
Nimmt man weiter an, daf durchschnittlich 4y NH, N= pro Gramm 
Muskel bei einem isometrischen 4-Sekunden-Tetanus frei werden *, 
so gibt dies bei gleichzeitigem Pyrophosphatzerfall noch 2.10% cem 
fiir dasselbe Muskelgewicht von 1.8 g. Bei vermehrtem reversiblem 
Zerfall wiirde sich dieser Wert weiter erhéhen. Man sieht also, 
daB schon diese Vorginge ausreichen, ja, daB man eine teilweise 
Kompensation durch mit Dilatation verbundene Prozesse im Muskel 
annehmen mu, zu denen vor allem die Milchséiurebildung und daneben 
auch eine zusatzliche Veresterung zu rechnen ist. 

Nath Ablauf des Tetanus kénnte ein Riickgang der Volumen- 
kontraktion erfolgen, einmal wegen der teilweisen Resynthese der 
Kreatinphosphorsiure und dann wegen der Nachbildung der Milch- 
siure. Ist das molekulare Verhaltnis des Zerfalls der Kreatinphosphor- 


1 Vol. EF. Lundsgaard, diese Zeitschr. 227, 51, 1980: O. Meyerhof u. 
W. Schulz, ebenda 286, 54, 1931. 

2 Siehe dazu Tabelle I, diese Zeitschr. 260, 469, 1933. 

3 2). Nachmansohn, diese Zeitschr. 196, 73, 1928; vel. auch V/. Lehnartz, 
ebenda 184. 183, 1929. 
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siure wahrend des Tetanus zu der Bildung der Milchséiure nach dem 
Tetanus gleich 3, und verschwindet ferner ein Drittel der Kreatin- 
phosphorsaure durch anaerobe Resynthese, wahrend zwei Drittel 
gespalten bleiben, so miissen sich gerade alle Effekte kompensieren, 
da die Volumendilatation pro Mol Milchséiure das Doppelte betragt 
von der Volumenkontraktion pro Mol Kreatinphosphorsaure. Dies ist 
jedoch ein Spezialfall, der offenbar nur ganz im Beginn der Ermiidung 
vorkommt. Bei zunehmender Ermiidung miibte eine Volumendilatation 
einsetzen, weil die spaitere Kreatinphosphorsdurespaltung in der Er- 
holung fast ganz riickgangig gemacht wird und iiberschiissige Milchsaure 
entsteht. Eine solche Dilatation findet aber entweder nicht oder nur 
in sehr geringem Mabe statt. Dies, ebenso wie das entsprechende 
Verhalten der Coffeinstarre macht es wahrscheinlich, daB die Wirkung 
der Milchsiure zum groBen ‘Teil kompensiert wird durch die Zwitter- 
ionenbildung des Muskelproteins. Wiirde 1 Mol Milchsaure 1 Aqui- 
valent Zwitterionen erzeugen, so betriige die Volumendilatation nur 
noch 24 17 7cem pro Mol: wenn nur die Halfte der Milchsaure 
durch EiweiB neutralisiert wird, ist die Dilatation 15,5 cem. Die Volumen- 
kontraktion, die bei zusatzlicher Dehnung des Muskels unmittelbar 
nach der Erschlaffung beobachtet wird, sowie Beobachtungen bei 
plétzlicher Entspannung des kontrahierten Muskels machen es wahr- 
scheinlich, daB noch eine Riickwirkung der chemischen Vorgange auf 
das mechanisch beanspruchte Protein stattfindet, die von elektro- 
chemischen Vorgaingen unabhangig ist. Hierfiir fehlen bisher Modell- 
versuche. Eine endgiltige Deutung fiir die Volumenkurve /aBt sich 
also nicht geben, doch sieht man, daB die GréBenordnung der Effekte 
und der Verlauf im allgemeinen durch die chemischen Vorgange gut 
erklart werden. 
Zusammenfassung. 

Als wesentliche Ursache der Volumenkontraktion des tatigen 
Muskels werden die Volumenanderungen bei den chemischen Spaltungs- 
vorgangen erkannt. Es werden Werte bestimmt fiir die molare Volumen- 
anderung bei der Milchsaéurebildung aus Glykogen, Hexosephosphor- 
siure, Methylglvoxal;: bei der Abspaltung von Phosphorsaure aus 
Kreatinphosphorsiure, Adenylpyrophosphorsaure, Inosinpyrophosphor- 
siure, anorganischer Pyrophosphorsaure, Hexosediphosphorsaure, 
Hexosemonophosphorsaure: bei der Abspaltung von Ammoniak aus 


Adenylsiure, Adenylpyrophosphorsaure, Harnstoff. 

Die Volumenanderung bei der Muskelstarre ist zwar nicht in ihrem 
absoluten Betrag, aber in der Richtung mit dem Verlauf bei der enzy- 
matischen Spaltung im Einklang. Die Deutungen, die sich daraus fir 
die Volumenkontraktion im Muskel ergeben, werden diskutiert. 








sie 
Ch 
we 
Ta 
tie 
Ar 
ras 
Zu 
bei 
zie! 


mies 
die. 
Fer 
spr 
En: 
die 








dem 


-atin- 
rittel 
ieren, 
‘tragt 
es ist 
idung 
ation 
r Er- 
saure 
r nur 
hende 
‘kung 
‘itter- 
Aqui- 
) nur 
saure 
ymen- 
telbar 
n bei 
wahr- 
e auf 
-ktro- 
odell- 
+ sich 
ffekte 


e gut 


itigen 
ungs- 
imen- 
phor- 
> aus 
phor- 
saure, 


x aus 


ihrem 
enzy- 
us fiir 





Uber die enzymatische Aktivitit von Fumarasepriparaten. 


Von 


Kurt P. Jacobsohn und Anselmo da Cruz. 
(Aus dem Institut Rocha Cabral, Lissabon.) 


(Eingeqangen am 30, Marz 1955.) 


In einer Reihe von Untersuchungen iiber die biochemische Hydrati- 
sierung der Fumarsiure zur |-Apfelsiure wurde der enzymatische 
Charakter dieser Reaktion durch den Nachweis der spezifischen Wirkungs- 
weise ihres aktiven Prinzips, der Fumarase, sichergestellt' und die 
Tatigkeit dieses Ferments beim oxydativen Stoffwechsel fast aller 
tierischen und vegetabilischen Zellen beobachtet?. Nachdem aus diesen 
Arbeiten die erkenntnistheoretische Bedeutung des Systems der Fuma- 
rase hervorgegangen war, und daneben seine besondere experimentelle 
Zuganglichkeit, lag es nahe, die Wirkungsweise der Fumarase als Muster- 
beispiel enzymatischer Prozesse einer systematischen Analyse zu unter- 
ziehen. 

So wurde vor allem die Kinetik* des Systems mit dem Reaktions- 
mechanismus der nichtenzymatischen Katalyse verglichen, Untersuchungen, 
die, in Anbetracht des Mangels an echt monomolekularen, reversiblen 
Fermentsystemen unkomplizierter Struktur, besonderes Interesse bean- 
spruchten. Bei unseren Untersuchungen trat deutlich der Dualismus der 
Enzymkatalyse zutage. Die Fumarase vermittelt, wie jeder Katalysator, 
die Einstellung eines echten Gleichgewichtes der Systernkomponenten, 


1K, P,. Jacobsohn u. F. B. Pereira, C. r. Soe. Biol. 108, 208, 19381; 
A.da Cruz u. J. Tapadinhas, ebenda 110, 1063, 1932; K.P. Jacobsoln, 
diese Zeitschr. 2438, 1, 1931. 

2 K. P. Jacobsohn, diese Zeitschr. 234, 401. 1931; K.P. Jacobsohn u. 
A. da Cruz, C.r. Soc. Biol. 107, 94; 108, 198; 109, 506, 1931. 

3 K.P. Jacobsohn, F. B. Pereira u. J. Tapadinhas, diese Zeitschr. 254, 
112, 1932. 
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das nach den Regeln des Massenwirkungsgesetzes unabhangig von der 
Enzym- und Substratkonzentration ist, dessen Lage aber (im Gegensatz 
zu den Verhaltnissen bei anderen reversiblen Ferment prozessen) von der 
Versuchstemperatur  diktiert wird. Auch die Dynamik des Systems 
folgt insoweit dem Massenwirkungsgesetz, als der monomolekulare Ge- 
schwindigkeitskoeffizient im Ablauf des Hydratisierungsprozesses wie auch 
der Reversion konstant bleibt, aber von der Fermentkonzentration und 
Temperatur abhaingig ist. Auf der anderen Seite indessen traten die 
spezifischen Phanomene der Enzymreaktion auch bei der Kinetik der 
Fumarase zur Geltung. Die Wasserstoffionenkonzentration! und die 
Substratkonzentration tibten ihren charakteristischen EinfluB auf die 
(roschwindigkeitskonstante aus. Von besonderem Interesse ist ferner die 
Tatsache, daB das Verhaltnis der Reaktionskoeffizienten der beiden  ein- 
ander entgegengesetzten Prozesse des Systems nicht — nach der Forderung 
des Massenwirkungsgesetzes — mit der Gleichgewichtskonstanten tiber- 
einstimmte, daB vielmehr, bei Anwendung einer Theorie von Euler 
auf die Fumarase, die Affinitét des verwendeten Fermentpraparates 
doppelt so groB zur Fumarsiéure wie zur l-Apfelsiure ware. 

Denn die l-Komponente der Apfelsdure allein schien mit der Fumar- 
siure das System der Fumarase zu bilden; jedenfalls vermitteln alle unter- 
suchten Fermentpraparate unter den verschiedensten Versuchsbedingungen * 
ausschlieBlich die Bildung des |-Malats, und auch nicht die Anwesenheit 
von Alkaloiden® beeinfluBt die optische Orientierung des Prozesses. Nach 
neueren Untersuchungen? ist es indessen zweifelhaft, ob bei der Fumarase 
eine absolute stereochemische Spezifitaét vorliegt. Wir unterwarfen race- 
misches Malat der Einwirkung unserer Fumarasepraparate und beobachteten, 
daB nach Einstellung des Gleichgewichtes in der Versuchslésung die Rechts- 
drehung des nicht verwandten Substrates niedriger war, als sie bei der 
Einstellung des spezifischen Gleichgewichtes zwischen der 1-Apfelséure 
und der gebildeten Fumarsaéure erwartet werden muBte. Auch ganz neue, 
unver6ffentlichte Versuche mit d-Apfelsaéure als Substrat zeigten, daB sie 
partieller Umwandlung unter dem Einflu8 fumarasehaltiger Organsifte 
zuganglich ist; indessen konnte ein Reaktionsprodukt noch nicht isoliert 
werden oder gar seine Identitaét mit der Fumarsaure sichergestellt werden. 
Ebensowenig wie die stereochemische Spezifitat der Fumarase wird die 
Reaktionsgeschwindigkeit im System durch die Anwesenheit von Alkaloiden 
oder von organischen Arsenderivaten® beeinfluBt, wie dies bei anderen 
Fermenten (Rona und Mitarbeitern®) beobachtet wurde. Dagegen hemmten 
Schwermetalle in typischer Weise, und zwar besonders Silberionen ®. 


Bei diesen Versuchen wie bei allen anderen kinetischen Messungen 
stellte es sich nun als wiinschenswert heraus, die relativen enzymatischen 


! Siehe Ph. J.G. Mann u. B. Woolf, Ber. f. d. ges. Physiol. 67, 323, 1931, 

2 Siehe auch E. Bamann, Arch. f. Pharm. 269, 356, 1931. 

3 K. P. Jacobsohn, J. Tapadinhas u. F. B. Pereira, C. r. Soc. Biol. 1933, 
im Druck. 

4 K. P. Jacobsohn, ebenda 1933, im Druck. 

5 Siehe Haldane u. Stern, Allgem. Chem. d. Enzyme 1932, 8. 243. 

6 K. P. Jacobsohn, F. B. Pereira u. J. Tapadinhas, C.r. Soe. Biol., 
1933, im Druck. 
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Aktivitaiten, die sich unter verschiedenen Versuchsbedingungen geltend 
machten, unter einheitlichen Gesichtspunkten miteinander zu_ ver- 
gleichen, d. h. den Grad der Wirksamkeit der Fermentpraparate zu 
messen. Solange indessen noch ausschlieBlich rohe Organausziige 
oder Zellensuspensionen zu den Versuchen verwendet wurden, schien 
die Definierung der absoluten Einheit der Fumarase noch nicht am 
Platze: wir zogen vor, in Anlehnung an das Vorgehen des Eulerschen 
Instituts die Aktivitat unserer Praiparate durch ihre ,,Hydratisierungs- 
fahigkeit’’ gegeniiber der Fumarsaure auszudriicken. Die 1-Apfelsiure 
kam bei diesen Messungen nicht als Substrat in Frage, weil in Anbetracht 
der Gleichgewichtslage im System nur etwa 20°, des Malats umgesetzt 
werden und deshalb die geringen Drehungsanderungen nicht so genaue 
Messungen gewiahrleisteten wie bei der Hydratisierung der Fumarsiure, 
die bei 38° zu etwa 80°, erfolgt. Die Hydratisierungsfahigkeit (H f) 
eines Praparates driicken wir durch folgende Aktivititsformel aus: 

Hj — ke | 

g 

k stellt die monomolekulare Geschwindigkeitskonstante des Hydrati- 
sierungsprozesses dar, die man aus folgender Beziehung berechnet: 

r 1 


k = —— + — Ip 


ie t r, —? 


a 











In dieser Zeitgleichung bedeutet r die Drehung eines aliquoten Teils 
der Versuchslésung zur Zeit ¢, r,, die entsprechende Gleichgewichts- 
rotation und ry die Drehung einer |-Malatlésung, die bei 100° iger 
Hydratisierung der verwendeten Fumarsaure entstande. In unserer 
Aktivitaitsformel entspricht weiterhin ¢ dem Anfangsgehalt der ge- 
samten Versuchsl6sung an Fumarsaiure und g dem Trockengewicht des 
verwendeten Fermentsaftes. Bei den Messungen wurden folgende 
Versuchsbedingungen beobachtet: Die Temperatur war 38°. Da das 
pu-Optimum der Fumarase ziemlich breit ist, geniigte es, eine Wasser- 
stoffionenkonzentration zwischen py 6,4 bis 7,2 aufrechtzuerhalten: 
als Puffer wurden Veronal-Acetat-Salzsiuremischungen nach Michaelis! 
verwendet, die ohne EinfluB auf die Reaktionsgeschwindigkeit im System 
sind, wahrend die friiher verwandten Phosphate die Fumarase in ganz 
bestimmter Weise aktivieren?. 

Wir begannen deshalb unsere Messungen mit dem Versuch, ob die 
Konstanz des Geschwindigkeitskoeffizienten, die nur in Gegenwart 


* Siehe K. P. Jacobsohn, F. B. Pereira u. J. Tapadinhas, diese Zeitschr. 
254, 115, 1932. 

1 L. Michaelis, ebenda 234, 139, 1931. 

2 Siehe besonders Ph. J.G. Mann u. B. Woolf, 1. ¢. 
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von Phosphatpuffern sichergestellt war, auch mit der Veronalmischung 
gewahrt bliebe. Die im experimentellen Teil dieser Arbeit angefiihrten 
Ve.suchsdaten bestatigen nicht nur die Zuldssigkeit dieser Voraus- 
setzung, sondern beweisen auBerdem, da der Reaktionskoeffizient 
auch ohne Zusatz von Puffern im Ablauf der Hydratisierung prak- 
tisch konstant bleibt, wenn die verwendete Fumarsaurelésung 
genau neutralisiert worden war. Da namlich aus dem Fumarat 
das gleichfalls neutrale Malat gebildet wird, sind nicht’ die 
Voraussetzungen fiir groBe Verschiebungen in der Wasserstoff- 
ionenkonzentration der Versuchslésung gegeben, die in der Tat auch 
nicht beobachtet wurden. 

Unsere Versuche tiber die Hydratisierungsfahigkeit von Fumarase- 
priparaten begannen wir mit einer Bestimmung der Stabilitaét eines 
Fermentpraparates, das in der iiblichen Weise durch Mazeration von 
tierischem Organ und darauffolgende Zentrifugation des Gewebebreies 
gewonnen wurde; und zwar wurde die Haltbarkeit eines aus Kaninchen- 
leber hergestellten Fermentsaftes untersucht, der bei 5° im Eisschrank 
in Gegenwart von Toluol aufbewahrt wurde. Es stellte sich heraus, 
da unser Praparat frisch eine Hydratisierungsfihigkeit Hf — 0.031 
besaB, die es 3 Wochen lang behielt. Auch nach 7 Wochen fiel die Akti- 
vitit des Lebersaftes nur um etwa 10°, auf Hf 0,028. und nach 
1] Wochen war Hf = 0,023. Nach etwa 5'/, Monaten betrug die 
Hydratisierungsfahigkeit des Praparates nur noch 29°, der Anfangs- 
aktivitat (Hf — 0,009) und nach 7 Monaten nur noch Hf — 0,005. 
Es braucht kaum hinzugefiigt zu werden, daB das erhaltene Gleich- 
gewicht im System vom Alter der Enzympraparate unabhangig war. 
Im ganzen betrachtet ist die Haltbarkeit des beobachteten Priaparates 
zumal in den ersten Monaten recht beachtlich: sie zeugt fiir die grobe 
Stabilitat der Fumarase im Vergleich mit anderen Enzymen unter 
gleichen Bedingungen und bedeutet eine groBe experimentelle An- 
nehmlichkeit. 

Nach diesen Versuchen lag es nahe, nunmehr die Aktivitat ver- 
schiedener Fumarasepraparate, die unter gleichen Versuchsbedingungen 
hergestellt waren, miteinander zu vergleichen. Wir mazerierten so 
die Leber verschiedener Tiere mit 3 Teilen Wasser und bestimmten 
sofort die Hydratisierungsfihigkeit der erhaltenen Safte. Es stellte 
sich heraus, daB die Leberausziige zweier Warmbliitler (Schwein und 
Rind) etwa dieselbe Aktivitét aufwiesen, die schon friiher fiir den 
Kaninchenlebersaft gefunden worden waren (//f = 0,018 bis 0,032). 
Andererseits war die Hydratisierungsfahigkeit eines Praparates, das 
aus der Leber eines Fisches (Gadus aeglefinus) gewonnen worden war, 
bedeutend geringer (Hf = 0,006). In einem anderen Versuch verglichen 
wir unter denselben Bedingungen die Aktivitét von Saften, die durch 
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Mazeration verschiedener Organe desselben Tieres (Kaninchen) ge- 
wonnen worden waren. Die Resultate zeigen, daB die Fumaraseaktivitat 
des Leber- und Nierensaftes etwa der gleichen GréBenordnung ist 
(Hf — 0,025 baw. 0,037), wihrend die Muskelausziige nur eine Hydrati- 
sierungsfahigkeit von Hf — 0,005 aufweisen. 


Ahnliche Messungen waren schon friiher von Clutterbuck! aus- 
gefiihrt worden. Unsere Angaben ergiinzen die ausgezeichneten Unter- 
suchungen dieses Autors insofern, als wir die ,,Hydratisierungs- 
fihigkeit’’ wasseriger Organausziige unter Beriicksichtigung der in 
die Safte tbergegangenen festen Substanzmengen maBen, wahrend 
Clutterbuck mangels kinetischer Konstanten noch  willkiirlich —,,die 
Produktion von 1,22 g 1-Apfelsiure in 1 Stunde bei 38° in 500 ccm 
1°,iger Fumarsiurelésung’ als .,Aktivititseinheit der Fumarase*‘ 
bezeichnete und den Gesamtgehalt der Organe an Ferment zu erfassen 
suchte. Zu diesem Zweck eluierte der Autor Kaninchenmuskel und Leber 
erfolgreich mit Phosphatlésungen; wir verwandten vorléufig nur 
wiisserige Organausziige, da die Anwesenheit von Phosphaten die 
Aktivitat der Fumarase erhéht. 

Ergab der Vergleich tierischer Fumarasepriparate noch relativ 
groBe Aktivititen, so zeigten andere Versuche, dafs die Hydratisierungs- 
fahigkeit vegetabilischer Zellen bedeutend geringer ist. Wir verwendeten 
zum Vergleich das relativ fumarasereiche Erbsenmehl, das gleichfalls, 
nach Behandlung mit Aceton und Ather, mit 3 Teilen Wasser mazeriert 
wurde. Der erhaltene Erbssaft wurde sodann in der beschriebenen 
Weise auf seine Hydratisierungsfahigkeit gepriift. Wahrend gewisse 
tierische Fumarasesifte in wenigen Stunden die Einstellung des Gleich- 
gewichts zwischen ihren Substraten vermittelten, brauchte der Erbssaft 
bei gréBeren Trockengewichten unter denselben Versuchsbedingungen 
Tage, um zum selben Ziel zu gelangen. Dementsprechend war die 
Hydratisicrungsfahigkeit unseres Erbssaftes Hf — 0.00022, war also 
etwa l0Omal geringer als die Aktivitaét der Kaninchenleberfumarase. 

Unsere Versuche iiber die Aktivitaét verschiedener Fumarasesiifte 
stellen die Vorarbeiten zu unserem Programm dar, durch Anreicherung 
der Fumarase hochaktive Fermentpraparate herzustellen. 


Experimenteller Teil. 
Zur Methodik. 


a) Herstellung der Ansitze. 


Die Fermentausziige wurden bei Versuchen mit. tierischem Enzym 
durch Mazeration der zerstiickelten Organe mit einer dreifachen Wasser- 


1 P, W. Clutterbuck, Biol. J. 22, 1193, 1928. 
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menge bei Zimmertemperatur und Zentrifugation der Fliissigkeit am 
folgenden Tage hergestellt. Zur Gewinnung von Erbssaéften wurden die 
fein gemahlenen Samen in der iiblichen Weise mit Aceton und Ather 
behandelt, das gewonnene Pulver gleichfalls mit drei Teilen Wasser 
mazeriert und am folgenden Tage das Zentrifugat verwendet. Alle 
Safte wurden durch Zusatz von 3% ihres Volumens an Toluol steril 
erhalten. 

Zur Herstellung der Versuchsansaétze wurden 10 ccm neutraler Substrat- 
lésung. die 1g freie Fumarsaéure enthielten, mit 10ccm Veronalacetat- 
puffer nach Michaelis vermischt und diese Lésung mit Fermentsaft und 
Wasser auf 50 ccm Gesamtvolumen gebracht. Zu den Ansatzen wurden 
2°, des Fliissigkeitsvolumens an Toluol! hinzugesetzt, um die irreversible 
Weiterverwandlung der 1-Apfelsiure zu verhindern und um der Bildung 
von Bakterien vorzubeugen. 

Die langsam reagierenden Erbsmehlansatze wurden bei 38° im Brut- 
schrank belassen; die Versuche mit tierischer Fumarase wurden so an- 
gestellt, daB die auf 38° vorgewarmte Mischung der Substratlésung mit 
dem Puffer und der notwendigen Wassermenge schnell unter Schiitteln 
im Wasserbad mit der auf dieselbe Temperatur gebrachten Ferment- 
lésung vermischt wurde; der Augenblick der Vereinigung wurde als 
Versuchsbeginn notiert. Nach dem Ablauf der Hauptreaktion wurden 
auch diese Ansatze zur Einstellung des Gleichgewichtes in den Brut- 
schrank gebracht. 


b) Bestimmung der Reaktionskonstanten und des Trocken- 
gewichtes der Fermentsafte. 

Die Geschwindigkeitskonstante wurde wie schon friiher an Hand der 
gebildeten 1-Apfelsiuremengen errechnet, die durch die polarimetrische 
Bestimmung der Ansatzlésung ermittelt wurden. In_ bestimmten Zeit- 
abstanden, die von der Schnelligkeit des Umsatzes in der Versuchslésung 
abhingen, wurden bei 38° 5ccem Ansatzfliissigkeit entnommen und zur 
Sistierung der enzymatischen Umwandlung mit !/,cem Eisessig versetzt ; 
darauf wurden 4,5ccm gesattigter Ammonmolybdatlésung hinzugefiigt, 
und die Mischung filtriert und im D-Licht bei Zimmertemperatur polarisiert *. 
Ebenso wurde zum SchluB die Enddrehung der Versuchslésung nach 
Einstellung des Gleichgewichtes im System ermittelt. Die gefundenen 
Rotationen wurden um die in einem Kontrollversuch bestimmte Eigen- 
drehung des Fermentsaftes korrigiert. An Hand der gefundenen Werte 
wurde dann die Reaktionskonstante nach der Formel: 


rf +f Pon 


— -— |n — 


ro t °.—-f 


> 


berechnet. 

Zur Bestimmung des Trockengewichtes der Fermentsaéfte wurden 
5eem derselben bei 80° bis zur Konstanz getrocknet und das ermittelte 
Endgewicht von dem des leeren Wageglaschens in Abzug gebracht. 


1 Die Gegenwart von Toluol ist nach unseren Beobachtungen ohne 
EinfluB auf die Reaktionsgeschwindigkeit im System der Fumarase. 

2 Siehe auch K. P. Jacobsohn, F. B. Pereira u. J. Tapadinhas, diese 
Zeitschr. 254, 117, 1932. 
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amie 


Versuchsergebnisse. 


a) Neue Versuche zur Konstanz des Geschwindigkeits- 
koeffizienten. 


1. Mit Veronal-Acetatputfer. 2. Ohne Puffer. 
10 cem Substratlésung (10 ©,ig), 10 ccm Substratl. (10 oi) 
10. ,, Lebersaft (Schwein), 10 ,, Lebers.(Hammel) }py = 6,6 
10 ,, Puffer (py 6,8), 30)... Wasser 


20... Wasser. 





t ”” :. t r k. 104 

7 Min. 1,30° 105 15 Min. 2,25° 93 

6 2,55 108 a Cj 3,20 &S8 

23 . 3,65 106 $5 4.00 &8 

35 CO, 4,40 102 50 , 4,95 90 
50 , 5,25 101 y te ee am. 
70 2 6,00 103 os 0; Fat, = OM: 

d 1; T = 38°, 6.850: ro = $,55°; End-py = 6.6. 

Yo 8,55", 


* Korrigiert um die Eigendrehung des Fermentsaftes. 
** Die Reaktionskonstanten wurden in allen Tabellen mit Briggschen Logarithmen berechnet 


b) Stabilitat eines Kaninchenlebersaftes. 





Donates | 10 cem Substratlésung (10 Vig), l0cem Puffer (py 6,9), 
5 ,, Lebersaft, 25 Wasser. 
Alter des Fermentsaftes k.104* Hf 
ee 36 0,031 
2—20 Tage... . 37 0,032 
41-46 , .. 33 0,028 
78—80 , .... 27 0,023 
ae eee 10 0.009 
184, er ee 9 0,008 
a ae 6 0,005 
Trockengewicht von 5eem Lebersaft: g 0,116 g, 
* Durchschnittswert. c= 


c) Hydratisierungsfahigkeit verschiedener Fermentsafte. 


1. Vergleich der Lebersaftaktivitat verschiedener Tiere. 





10ceem Substratlésung, l0cem Puffer (py 6.8), 
10 ., Lebersaft, 20)», ~36. Wasser. 
Rind Schwein Schellfisch 
t ST en eee cow: Este Beane = sae 
r k. 104 r k. 104 r k. 104 


20 Min. 2,259 69 2,25° 69 0,60° 16 
40 , 3,75 69 3,75 69 1.10 15 
60 4,80 70 4.80 70 1.65 16 
q: 0,377 0.264 0.235 
Hf: 0,018 0,026 0,006 
e=1;d=>1; T De’; ve = 685; t% 8,55° 








2. Vergleich der Saftaktivitat 
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10cem Substratlos., 

10 ,, Saft, 

10 ,, Puffer 
(Po=6,9), 

20cem Wasser. 


verschiedener Organe 
10cem Substratlos., 
30 ,, Saft, 
10 ,, Puffer 

(Pu = 6,9), 


> eines 
10 cem Substratlos., 
10 ,, Saft, 
10 ,, Puffer 

(Pu 6,9), 
20cem Wasser. 


Kaninchens. 





20 Min. 


40, 
SO . 
gy: 
Hf: 
gq 


Leber 
r k. 104 
2,50° 79 
4,00 76 
5,00 76 
0,308 
0.025 


emis €—= i; 7 


3. Bestimmung der 


Muskel 
r k.104 
0,800 99 
1,50 22 
2,10 22 
0.407 
0,005 


320. » - 850. » 
ws Veo 6,859; ro 


Fumaraseaktivitat von 


10 cem Substratlésung, 


Niere 
r k. 10+ 
3,00° 100 
4,40 90 
5.50 G4 

0,254 

0.037 

= 8,559, 


Erbssaft. 





10 Puffer (py 6.9), 
10 ,, Erbssaft, 
20 = ., Wasser. 
2 Toluol. 
t r k.104 
12 Std. * 230° 92 
ae 3,89 92 
48 , ee 5,60 
Hf: 0,009 22 
0.867; © beet: FT §8°; r, 7,00°; ro 8.559, 


* Bei den Berechnungen der Konstanten in Minuten umgewandelt. 
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Uber die enzymatische Spaltung der Lecithine und Lysocithine. 


Von 
Angelo Contardi und Alberto Ercoli. 


(Aus dem Laboratorium ftir organische Chemie der Landwirtschaftlichen 
Hochschule und den wissenschaftlichen Laborat orien des Serot herapeutischen 
Institutes, Mailand.) 


(Eingegangen am 20. Februar 1935.) 


Mit 7 Abbildungen im Text. 


Bei der groBen physiologischen Bedeutung des Lecithins ist es 
begreiflich, daB zahlreiche Forscher sich mit den enzymatischen Spal- 
tungsprozessen dieser Substanz befaBt haben. Hier sollen besonders die 
Arbeiten erwaihnt werden, die zu unseren Versuchen in direkter Be- 
ziehung stehen. 

Kay' fand in einem Nierenextrakt eine schwache Lecithase, welche 
aus Lecithinen langsam Glycerinphosphorsidure abspaltete. Nach seinet 
Meinung unterscheidet sich dieses Enzym von den Phosphatasen der Niere, 
der Knochen und des Darms, die er fiir identisch halt. Nach WJartland und 
Robison® sollen aber diese letzteren Phosphatasen kein Lecithin spalten. 
E. J. King und J. H. Page*® haben jedoch 1930 eine Wirkung von Darm- 
und Nierenextrakten dem Lecithin gegeniiber beobachtet, und zwar die 
Abspaltung von Phosphorsaéure, wihrend Knochenextrakte Lecithin mur 
sehr schwach angreifen. 1931 priitte dann EF. J. King? die enzymatische 
Wirkung vieler tierischer Organe aut Lecithin und kam zu dem Schlub, 
daB sich die zur Phosphorséureabspaltung fiihrende Hydrolyse in zwei 
Phasen abspielt: in der ersten Phase kommt es wahrscheinlich zur Bildung 
von ,.Glyceridphosphat™ oder von ,,Cholinphosphat™; in der zweiten kann 
die Zerst6rung der einen oder auch der beiden Verbindungen erreicht 
werden, und zwar unter Freisetzung von Phosphorsiure. Es hatte sich im 


1 Kay, Biochem. J. 20, 791, 1926; 22, 855, 1928; J. of biol. Chem. S89, 
249, 1930. 

2 Martland u. Robison, Biochem. J. 18. 765, 1924; 20, 847, 1926; 22, 
665, 1927. 

3H. ou. E.J. King u. J. H. Page, Zeitschr. tf. physiol. Chem. 191, 
234, 1930. 

4 BE. J. King, Biochem. J. 25, 799, 1931. 
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Laufe dieser Versuche auch gezeigt, daB fiir gewisse Darm- und Nieren- 
extrakte, mit einer besonderen enzymatischen Tdtigkeit auf Glycerophosphate 
und Lecithin, kein enges Verhdltnis zwischen den Werten der phosphatasischen 
und der lecithinspaltenden Tadtigkeit nachzuweisen war. 


Beim heutigen Stand unserer Kenntnisse miissen wir uns klar 
werden, daB den verschiedenen Enzymarten die Bildung von verschieden- 
artigen Spaltprodukten entspricht. Tatsachlich fiihren auch die von 
Bokay' und von P. Mayer? gefundenen Lipasen zur Bildung nicht 
nur von Fettséuren und Cholin, sondern auch von Glycerinphosphor- 
siure, wihrend die von Akamatsu® studierte Takadiastase, das Bienen- 
gift und die Ricinuslipase auch die anderen Komponenten in Freiheit 
setzen und tiberdies Glycerinphosphorsaéure in Glycerin und Phosphor- 
siure spalten. 

Wir besitzen in der Schlangengiftwirkung ein erstes Beispiel der 
enzymatischen Lecithinspaltung, die nicht mit Cholinabtrennung 
einhergeht. Wie wir spaiter sehen werden, besitzen wir andere gleich- 
artige Faille in der enzymatischen Spaltung durch Fermente des Asper- 
gillus niger*, oder durch solche, die aus alter Reiskleie erhalten wurden. 


Widersprechende Resultate finden eine Erklirung in der Ver- 
schiedenartigkeit und Unsicherheit der eingehaltenen Versuchstechnik. 
Um das Vorliegen einer enzymatischen Lecithinspaltung auszuschlieBen, 
geniigt es tatsichlich nicht, festzustellen, daB kein Cholin oder keine 
Phosphorsaiure abgespalten worden ist, sondern es muB den quanti- 
tativen Bestimmungen und den Messungen der Reaktionsgeschwindig- 
keit auch eine genaue Analyse der méglichen Spaltprodukte, deren es 
verschiedene geben kann, vorausgeschickt werden. 

Bekanntlich lassen sich die Lecithine nach folgenden Hauptschemen 
darstellen : 

0. CH, CH, . N=(CHsg)s 


CH,O.P=0 CH,.0.CO.R 


| 
OH 


‘OH 0 (CHy)s 
CHO.CO.R CH.O.P—OCH,CH,N 
OH OH 
CH,O.CO.R’ CH,0.CO.R’ 
(@) (8) 


1 Bokay, Zeitschr. f. physiol. Chem. 1, 157, 1877. 

2 P. Mayer, diese Zeitschr. 1, 39, 1906. 

3S. Akamatsu, ebenda 148, 186, 1933. 

4 Zu verwenden ist der wisserige Extrakt eines auf Wemerscher Fliissig- 
keit geziichteten Aspergillus, der 10 bis 12 Tage, d. h. bis zur vollstaéndigen 
Sporenbildung, bei einer Temperatur von 30° gehalten wurde. Das Mycelium 
von Aspergillus niger, aus der citrischen Garung und nicht sporifiziert, 
liefert Enzyme, welche auch Cholinophosphatase enthalten. 
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Fir Lecithine von der ersteren Konstitution, die von x-Glycerin- 
phosphorsaéure abstammen, hat bereits Ulpiani! das Vorkommen zweier 
optischer d- und |-Isomerer nachgewiesen. Fiir jene der zweiten Konstitution, 
die von /}-Glycerinphosphorsiure abstammen und die nach den Angaben 
von Karrer? im Verhaltnis von etwa 80°, im Eierlecithin vorhanden sein 
sollen, wurde, ebenfalls von Ulpiani, die Méglichkeit optischer Isomerer 
ausgeschlossen. 

Es ist aber heutzutage anzunehmen, dab in den die gewéhnlichen 
Lecithine darstellenden Gemischen die beiden alkoholischen Funktionen des 
Glycerins esterifiziert sind, und zwar wahrscheinlich zum kleineren Teil 
von zwei Molekiilen der Fettsaure selbst und zum gréBeren Teil von zwei 
Molekiilen einer anderen Saure. 

Es ergibt sich daraus, daB in letzterem Falle auch fiir Lecithine, die 
von der /-Glycerinphosphorsaure abstammen, optische Isomere méglich sind. 
Der Einfachheit halber beschaftigen wir uns hier mit den enzymatischen 
Wirkungen, die gegen die allgemeinen chemischen Funktionen des Lecithins 
gerichtet sind, und lassen die obengenannten etwaigen Isomeren un- 
beriicksichtigt, um das Problem nicht unn6étig zu komplizieren. 

Es ist auBerdem zu bemerken, daB die bisher dargestellten Lecithine 
keine chemischen Individuen, sondern Gemische darstellen. 

Fiir unsere eigenen Versuche verwendeten wir Lecithine, die von uns 
selbst, nach den neuesten Methoden, aus frischen Eiern gewonnen wurden. 
Dieselben waren zwar nicht absolut kephalinfrei, doch glaubten wir, daB 
sie fiir unsere Zwecke einen geniigenden Reinheitsgrad aufwiesen. Was 
die Lysocithine betrifft, so sind sie trotz der Behauptung mancher Forscher, 
chemisch reine Verbindungen erhalten zu haben, immer noch als Gemische 
zu betrachten (Lysolecithine und Lysokephaline). Wenn einige Forscher 
z. B. Stearin-Lysolecithin beschreiben, so ist zu beriicksichtigen, daB aus 
solchen Lysolecithinen vom Eierlecithin das Derivat sowohl der x-Glycerin- 
phosphorséiure als jenes der /#-Glycerinphosphorséiure zu erhalten ist. 
Bisher war es aber keinem Forscher daran gelegen, solche Isomere zu isolieren. 
Was hinsichtlich der Natur der Glycerinphosphorséiure bemerkt wurde, 
gilt auch fiir Lysokephaline, die ebenfalls als reine Substanzen beschrieben 
worden sind. Wir verwendeten Gemische von Lysolecithin und Lyso- 
kephalin; das Lysocithin haben wir nach der von Delezenne und Fourneau 
vorgeschlagenen und von Belfanti etwas abgeainderten Methode aus frischen 
Eidottern hergestellt. 

Es schien uns zweckmabiger, zu unseren Versuchen die Gemische 
der verschiedenen Lecithide — selbstverstandlich von fremden Sub- 
stanzen befreit —- zu verwenden, anstatt stark gereinigter Verbindungen, 
die sich in ihrer Struktur von den natiirlichen Lecithiden entfernen. 

Von obigem Gesichtspunkte aus betrachtet muB die enzymatische 
Spaltung der Lecithine jeweilig besonderen fiir Lecithide spezifischen 
Lipase- oder Phosphatasetypen zugeschrieben werden: erstere haben 
die Aufgabe, einen oder beide Fettsaurereste, die im Lecithinmolekiil 
die Glycerinalkoholhydroxyle — esterifizieren, durch Hydrolyse zu 


1 C, Ulpiani, Gazz. Chim. Ital. 31 (2), 47, 1901. 
2 P. Karrer u. H. Salomon, Helv. Chem. Acta 9, 3, 1926. 
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spalten: letztere bewerkstelligen die Hydrolvse der Esterfunktionen, 
die Cholin oder Glycerin an die Phosphorsiure binden. 

Theoretisch kénnten demnach vier prinzipielle Typen  hydro- 
Ivsicrender Wirkungen vorausgesehen werden, namlich: 

1. Kine Lecithase A, die befahigt ist, vom Lecithin nur eins der 
beiden Fettsiuremolekiile abzuspalten. Diese Lecithase liBt sich im 
Schlangen- und Bienengift und auch im Pankreas nachweisen: ihre 
Wirkung beschrankt sich auf die Umwandlung des Lecithins in Lyso- 
cithin, ohne daB es zu weiteren Abbauprozessen kime. Die gewéhn- 
lichen Fette werden durch diese Lecithase nicht verseift. 

2. Eine Lecithase B, die die beiden Fettsiuremolekiile des Lecithins 
und das im Lysocithin zuriickgebliebene Fettsdéuremolekiil abzuspalten 
vermag. Man erhalt auf diese Weise aus Lecithin und Lysocithin, neben 
Fettsiuren, auch Cholin-Glycerin-Phosphorsiureester. 

Diese Lecithase konnten wir frei von anderen, einer weiteren 
Lecithinspaltung faihigen Enzymen aus alter, vor langer Zeit ge- 
mahlener Reiskleie und auch nach besonderer Behandlung aus anderen 
Materialien gewinnen. Auch Lecithase B verseift gew6hnliche Fette 
nicht. 

3. Eine Lecithase C, die nur Cholin allein von den Lecithiden 
abspalten kann und so zu Stearin- (Palmitin-, Olein- usw.) Glycerin- 
Phosphorséiure und zu Cholin fiihrt. 

4. Eine Lecithase D, welche imstande ist, Lecithide zu hydro- 
lysieren und in Cholinphosphorsiureester sowie in das entsprechende 
Mono- oder Diglycerid umzuwandeln. 

Von diesen vier theoretisch méglichen Lecithasen sind aber nur 
A und B sicher identifiziert, und zwar auf Grund der daraus erhaltenen 
Lecithidspaltprodukte, welche die Wirkung dieser beiden Enzymtypen 
charakterisieren. Fir die Existenz der iibrigen Lecithasen besitzen wir 
bis jetzt noch keinen Beweis. 

Um das Lecithin in ein von anderen Fermenten noch tiefer angreif- 
bares Produkt umzuwandeln, ist es unserer Meinung nach notwendig, 
da} in einer ersten Phase die Fettsiure oder die Fettsauren bis zum 
Glycerophosphorsiurecholinester vom  Lecithidmolekiil losgetrennt 
werden. Hierzu ist die Wirkung der Lecithase B unbedingt nétig. Wie 
wir nachgewiesen haben, kann auf diesen Ester ein neues Enzym ein- 
wirken, nimlich die von uns so genannte Cholinophosphatase, welche 
Glycerophosphorsaurecholinester in Glycerophosphorséure und Cholin 
spaltet. Wir finden z. B. in frischen Reiskleieextrakten und noch 
reichlicher in Extrakten aus Aspergillus oryzae neben Lecithase B dic 


Cholinophosphatase; bei dieser Fermentgruppe ist demnach die zweite 
Phase des Lecithidabbaues durch die Bildung von freiem Cholin und 
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Glycerophosphorsaure gekennzeichnet. Auf das letztere Produkt 
wirkt dann, in einer dritten Phase, die gew6hnliche Glycerophosphatase, 
und es kommt auf diese Weise zum vdélligen Abbau des Lecithins. 
Auf Glycerophosphorsiurecholinester hat hingegen die Glycerophos- 
phatase keinen EinfluB. Als Beweis dafiir gilt die Tatsache, da die 
aus alter, lange vorher gemahlener Reiskleie gewonnenen Enzyme 
und ebenso diejenigen aus frischer Reiskleie oder aus Aspergillus oryzae, 
die nach der zur Reinigung des Emulsins nach von Nordefeldt angewen- 
deten Methode! behandelt wurden (wodurch die scheinbar sehr labile 
Cholinophosphatase entfernt wird), ihre Wirkung auf Lecithin und Lyso- 
cithin bei der Phase Glycerophosphorsiiurecholinester einstellen, wenn 
auch als nachgewiesen gilt, daB sie noch die gewéhnliche Glycero- 
phosphatase enthalten. 

Das Problem der enzymatischen Lecithinspaltung betrifft infolge- 
dessen nicht allein die wahren, eigentlichen Lecithasen, sondern auch 
besonders die Begleitenzyme, welche nur auf die Spaltprodukte des 
stufenweisen Lecithidabbaues einwirken, nicht aber auf Lecithide 
selbst. 

Es ist selbstverstandlich, daB Praparate, die, wenn auch in ver- 
schiedenen Proportionen, gleichartige lecithidspaltende Fermente ent- 
halten, Gemische geben kénnen, in denen die Proportionen der gleichen 
Spaltprodukte untereinander verschieden sind, derart, dal sie im 
Organismus zu mannigfaltigen Umwandlungen AnlaB geben koénnen. 

Bei den Enzymen aus frischer Reiskleie und aus Aspergillus oryzae 
z. B. sind die auf Lecithide wirkenden Fermentsysteme als qualitativ 
identisch zu betrachten; da aber die Intensitat der einzelnen Wirkungen 
nicht die gleiche ist, so kommt es bei den verschiedenen Abbauphasen 
zu Spaltprodukten mit ganz verschiedenen Proportionen zwischen den 
einzelnen Komponenten. Im ersten Falle ist unter den Spaltprodukten 
Cholin-Glycerin-Phosphorsaureester weitaus iiberwiegend, im zweiten 
Falle hingegen Phosphorsaiure. Im ersten Falle kommt es rasch zur 
volligen Abspaltung der Fettsiuren, wihrend dieselbe im zweiten Falle 
langsamer stattfindet. 

Wenn man bedenkt, daB infolge der Wirkung verschiedener En- 
zyme, aus einem einzigen Ausgangsmaterial, die verschiedenartigsten 
Produkte hervorgehen kénnen, die beim Stoffwechsel der Fette, des 
anorganischen oder organisch kombinierten Phosphors und des Cholins 
niitzlich sind, so 14Bt sich leicht voraussehen, welche wichtige Rolle 
Lecithide im Metabolismus spielen miissen. 

Das Problem hat auch ein besonders praktisches Interesse; wir wissen 
unter anderem, daB einige dieser in den Nahrungsmitteln vorhandenen 


1 BE. Nordefeldt, diese Zeitschr. 1381, 390, 1922. 
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Enzyme bei besonderen Ernahrungsverhiltnissen vom Organismus mit 
den Sekretionen gewisser Driisen, so z. B. mit der Milch, ausgeschieden 
werden. In der Tat konnte man Reiskleienenzyme in der Milch von reichlich 
mit Reiskleie gefiitterten Kiihen nachweisen. Selbstverstandlich treten 
aber bei einer solchen Milch hinsichtlich der Konservierung und der indu- 
striellen Verarbeitung gewisse Schwierigkeiten auf. 


Enzyme der Reiskleie und des Reisembryos. 

In der Kleie und im Embryo vom Reis konnten wir sehr aktive 
Lecithasen nachweisen. Zum Studium dieser Enzyme veranlaBten 
uns die Arbeiten einiger japanischer Kollegen tiber das Beriberiproblem. 

J. Teru-Uchi, T. Oyama, K. Nakamura und O. Wada! hatten 1929 
beobachtet, da®B man aus poliertem Reis durch Alkoholextraktion eine 
Substanz gewinnen kann, deren Verabreichung bei Hiihnern in vitamin- 
freier Diat ein rasches Auftreten der charakteristischen Beriberierscheinungen 
auslést. Wird aber zu einer solchen Diat eine bestimmte Menge Reis- 
embryo hinzugefiigt, so tritt die Krankheit nicht auf. Die japanischen 
Forscher nennen das im polierten Reis nachgewiesene Gift ,,Oryzotoxin*. 
Durch das Polieren wird das im Perikarp und im Embryo enthaltene Gegen- 
gift (das man gewoéhnlich als Vitamin B bezeichnet) fast ganzlich aus dem 
Reis entfernt, wihrend das Oryzotoxin beinahe unversehrt erhalten bleibt. 
Kurze Zeit darauf hat Motoe Iwata? aus poliertem Reis durch Alkohol- 
extraktion neben anderen nicht identifizierten Substanzen auch Lyso- 
cithin gewonnen und die Toxizitaét dieser Substanzen bei Tauben, Mausen 
und Goldfischen kontrolliert. Auf Grund seiner Versuche stellt dieser 
Forscher die Frage, ob nicht etwa zwischen dem Lysocithin und dem 
Oryzotoxin von Teru-Uchi und infolgedessen auch mit dem Beriberi Be- 
ziehungen vorliagen. 

Von der Hypothese ausgehend, daB Lysocithin wirklich die Ursache 
des Beriberi sein kénne oder doch wenigstens an dem Auftreten dieser 
Krankheit irgendwie beteiligt sei, glaubten wir annehmen zu diirfen, 
daB das im Perikarp und im Embryo des Reises enthaltene Gegengift 
durch enzymatische Wirkung das Lysocithin zerstéren und in atoxische 
Verbindungen verwandeln kénnte, welch letztere entweder in dieser 
Form oder als Ausgangsmaterial fiir neue Synthesen vom Organismus 
ausgenutzt wiirden. 

Unter den Enzymen, welche in den wiasserigen oder wiisserig- 
alkoholischen Reiskleieextrakten nachweisbar sind (unter denen wir 
selbst die Gegenwart von Diastase, Invertase, Lactase und Glycero- 
phosphatase beobachten konnten), galt bisher als besonders wichtig 
und charakteristisch die Phytase, die 1907 von Suzuki, Yoshimura 
und Takaishi? aus diesem Material isoliert worden ist. 


1 J. Teru-Uchi, T.OQyama, K. Nakamura u. O. Wada, Japan. Med. 
World 9, 10, 1929. 

2 Motoe Iwata, diese Zeitschr. 224, 430, 1930. 

3 Suzuki, Yoshimura u. Takaishi, Bull. Coll. Agr. Tokyo 7, 504, 1907. 
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Es war uns nun daran gelegen, festzustellen, ob das Enzymgemisch, 
das man gewohnlich mit dem Namen Phytase bezeichnet, nicht etwa 
Lysocithine und Lecithine angreifen kénnte und zwar mittels irgend- 
einer Lecithasewirkung: tatsachlich haben unsere Versuche gezeigt, 
daB diese beiden Phosphatide noch rascher als Phytin selbst von der 
Phytase angegriffen werden. 

Da der Nachweis einer Lecithasewirkung bei allen von uns 
daraufhin untersuchten Materialien, bei denen das Vorkommen 
der Phytase als sichergestellt gilt, gelungen ist, so dachten wir 
anfangs an eine enge Beziehung zwischen Lecithase- und Phytase- 
wirkung. 

Wir glaubten namlich ahnlich wie Bleyer und seine Mitarbeiter! 
fiir den Vitaminfaktor A —, da zwischen dem Vorkommen des /}-Faktors 
in verschiedenen Materialien und demjenigen der Phytase, ein gewisser 
Parallelismus bestehen mite. In einer friiheren Mitteilung haben wir 
iiber einige Resultate dieser Versuche berichtet *. Es sei hier daran erinnert, 
daB die Hypothese, von der wir ausgegangen sind, und die im Lysocithin 
die hauptsachlichste Ursache erblickt, in der Folge aufgegeben werden 
muBte, nachdem Cuboni? den klaren Beweis erbracht hatte, daB die Ver- 
abreichung von Lysocithin bei Tauben zu Intoxikationserscheinungen 
fiuhrt, die von dem Krankheitsbild der Polyneuritis des Cefliigels génzlich 
verschieden sind. Hatte tbrigens der Vitaminfaktor B die Aufgabe, das 
mit dem polierten Reis in den Organismus eingefiihrte Lysocithin zu 
zerstéren, so miiBten simtliche Praparate, die, wie der Saft aus Asper- 
gillus oryzae und Aspergillus niger, dieses Phosphatid auf enzymatischem 
Wege spalten, eine antineuritische Wirkung entfalten, was dagegen 
nicht der Fall ist. 

Das aus frischer Reiskleie gewonnene Enzymsystem, tiber dessen 
Eigenschaften wir im experimentellen Teil dieser Arbeit ausfiihrlich 
berichten werden, wirkt auf Lecithin und Lysocithin und bewerk- 
stelligt deren Spaltung in Fettsauren, Cholin-Glycerinphosphorsiure- 
ester und nebenbei noch in eine kleine Menge Glycerin, Phosphor- 
siure und Cholin. 

Wir haben weiter oben gezeigt, daB eine solche Spaltung nicht 
einem einzigen Enzym zugeschrieben werden kann, sondern daB drei 


1 B. Bleyer, F. Fischler u. G. Schenck, diese Zeitschr. 288, 216, 1931. 

2 A. Contardi, Giorn. di Chim. ind. ed appl. 13, 263, 1931; S. Belfanti, 
Giorn. di Chim. appl. ed ind. 18, 285, 1931; S. Belfantt u. A. Contardi, 
Rapporto alla XX. Riun. Soc. Ital. Progr. scienze Milano, 20. September 
1931; siehe auch: C. Arnaudi. Rend. Ist. Lomb. Scienze e Lett. 64, Nr. 11—15, 
1931; Boll. Sez. Ital. Soe. Int. Microb. Nr. 5, Mai 1931; C. Arnaudiu..M. Fran- 
cioli, diese Zeitschr. 250, 125, 1932; Boll. Sez. Ital. Soc. Int. Microb. Nr. 10, 
1932; 8S. Belfantiu. C. Arnaudi, ebenda Nr. 11, 1932; A. Contardiu. P. Latzer, 
Rend. Ist. Lomb. Scienze e Lett. 55, Nr. 16/20. 

3 E. Cuboni, Boll. Sez. Ital. Soc. Int. Microb. Nr. 5, Mai 1931; Boll. 
Ist. Sier. Mil. 2, 1933. 
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verschiedene Enzyme daran beteiligt sind, und zwar nach folgendem 
Schema: 


CH,O.CO.R CH,OH 
Oo (CHg)3 _ Leci- Oo (C Hg) 
CHO.P—O.CH,CHy.N these B > CHO. PC0-CH,CH,N — 
OH OH OH OH 
CHO. CO.R CH,OH 
CH,OH 
O (C Hy) 


Cholin-Phosphatase 
> 


CHO.P—O.N 
OH ~CH,CH,OH 


CH,OH 
CH,OH 


OH (CHs)s 
CHOH =| O-P2O.N 
OH >CH,CH,OH 


Glycerophosphatase 
” 


CH,OH 


Neben diesen hauptsachlichen Lecithidspaltprodukten, die durch die 
Wirkung des obengenannten Enzymsystems gebildet werden, entsteht 
gleichzeitig eine andere Verbindung, namlich das Salz zwischen dem 
Lecithin und einem Teil der Fettsiure, der durch die Lecithase B ab 
gespalten ist: d.h. es kommt zur Bildung von Lecithin- bzw. Lyso- 
cithinpalmitat und Stearat, das von Lecithase B nicht abgebaut wird 
und somit auch weiteren enzymatischen Wirkungen entgeht. 


Lecithase B aus Reiskleie. 


Wenn man Extrakte aus lange vorher gemahlenen und dann 
gegorener Reiskleie oder aus frischer, dann mit Bleiacetat gereinigter 
Reiskleie verwendet, so kann man ein Praparat erhalten, das von allen 
in irgendeiner Weise lecithidspaltenden Enzymen nur Lecithase B 
allein enthalt. 


Beschaftigen wir uns in erster Linie mit der Wirkung dieser Lecithase 
auf Lysocithin. Wir geben diesem letzteren Phosphatid den Vorzug, 
weil es erstens in Wasser Pseudolésungen gibt und daher zur Messung 
der Reaktionsgeschwindigkeit besonders geeignet ist, und zweitens, 
weil wir fiir diesen Fall in der Hamolyse ein sicheres, rasches Mittel 
besitzen, um sein vélliges Verschwinden nachzuweisen. Ferner geben 
die Abbauprodukte dieses Phosphatids ein klares Bild auch iiber 
Lecithinspaltprodukte. 


Die nach obiger Methode gewonnene Lecithase B- verwandelt 


Lysocithin in Glycerophosphorsaurecholinester und in Fettséuren. 
Ein derartiger Abbau miBte auch in Abwesenheit von Puffersubstanzen 
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vollstandig sein, weil die nicht in Wasser lésliche Fettsaure die Aziditit 
des Mittels nicht beeinflussen kann. 

Die 1°, igen wasserigen Lysocithinlésungen, deren py auf 5,0 
eingestellt ist und die der Wirkung des Enzyms ausgesetzt werden, 
verlieren, wenn einige Zeit bei 37° gehalten, ihre hamolytischen Eigen- 
schaften ginzlich, ein Zeichen, daB kein Lysocithin mehr vorhanden 
ist. Gleichzeitig bildet sich in der Fliissigkeit eine Emulsion von un- 
gefahr der gleichen Dichtigkeit, wie die der Fliissigkeit selbst; diese 
Emulsion kann nicht ausschlieBlich aus Fettsiuren bestehen, weil sie 
unter anderem mit Ather oder Petrolither in der Kiilte nicht véllig 
extrahierbar ist und erst nach andauernder Extraktion mit Athylither 
im Soxhletapparat ganzlich in Lésung geht. Der trockene, zur Ent- 
fernung der Fettsiuren mit Petrolither gewaschene Atherextrakt, 
in Kristallform aus dem Alkohol gewonnen, bildet eine weiBe, nicht in 
Wasser lésliche Masse, die kein himolytisches Vermégen besitzt und 
nach Hydrolyse mit konzentrierter, heiBer Salzsiure zur Bildung von 
Fettsiuren, Phosphorsiure, Glycerin und Cholin fiihrt. Das Verhaltnis 
zwischen Phosphor und Stickstoff 1:1; die durch Hydrolyse erhaltenen 
Fettsduren sind fester Konsistenz, und es ergeben sich bei der Analyse 
des Produktes Daten, welche denen eines Stearinpalmitinlecithins sehr 
nahe stehen. In seinen physikalischen Eigenschaften nahert sich das 
Produkt sogar dem synthetischen Lecithin von Griin und Lim pdcher!, 
das von Enzymen, namentlich vom Schlangengift, nicht angegriffen 
wird. 

Wir sind der Meinung, daB es sich bei dieser Substanz um nichts 
anderes als das Salz der Palmitin- oder Stearinsdéure des Lysocithins 
selbst handelt. Die Versuche, die angestellt wurden, um dieses Salz 
direkt aus dem gewoéhnlichen Lysocithin zu gewinnen, ergaben uns 
bisher ein Produkt, das zwar in seinen physikalischen und allgemeinen 
Eigenschaften dem in Frage stehenden Phosphatid sehr nahe steht. 
in siedendem Wasser aber eine kolloidale Suspension bildet, die rote 
Blutkérperchen hamolysiert, was hingegen beim oben beschriebenen 
Phosphatid nicht der Fall ist. 

Bestimmt man dann den Phosphorgehalt der wasserigen Lésung, 
aus der die Fettsiuren und das obige Phosphatid entfernt wurden, so 
ist zu beobachten, daB der Titer des Phosphors in der Fliissigkeit selbst 
eine bedeutende Abnahme erlitten hat. Bei einem der Versuche betrug 
diese Abnahme im Vergleich zum anfanglichen Phosphorgehalt der 
Lysocithinlésung 20,41°,. Offenbar entspricht diese Abnahme der 
im unléslichen Phosphatid enthaltenen Phosphormenge. 


1 4. Griin u. R. Limpdcher, Berl. Chem. Ges. 59, 1530, 1926; 60, 147, 
1927. 
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Die obengenannte wiasserige Lésung gibt weder die Reaktion 
der Phosphorséiure, noch die Florencesche Reaktion und wird von 
Reineckes Reagens nicht gefallt. Hydrolysiert man sie durch Kochen 
mit Salzsiure, so erhalt man daraus Cholin!, Phosphorsaure und Glycerin. 
Die Fettsiuren werden hingegen nicht ausgefallt, weshalb Cholin als 
Ester und Glycerinphosphorsaure in der Fliissigkeit nachweisbar sind. 
Das Unléslichwerden des im Lysocithin im Betrag von 20°, ent- 
haltenen Phosphors ist wahrscheinlich dadurch bedingt, daB ein Teil 
der frei gewordenen Fettsaure auf das noch nicht veranderte Lysocithin 
eingewirkt und zur Bildung eines Produktes gefiihrt hat, das im Wasser 
unléslich ist und von den Enzymen viel langsamer angegriffen wird. 
Es ist daher nicht leicht, den zeitlichen Verlauf der Lysocithinspaltung 
durch Lecithase B quantitativ zu verfolgen. Zwei Reaktionen sollten 
von vornherein gleichzeitig ablaufen: die Abscheidung der Fettsaéure 
und die Esterifizierung von einem Teil des Lysocithins mit einem Teil 
der befreiten Fettséiuren. Die Bestimmung der zeitlichen Aziditats- 
zunahme der in Spaltung begriffenen Produkte kann infolgedessen 
keinen exakten Begriff von dem Verlauf der Reaktion geben. Noch 
verwickelter liegen die Dinge, wenn man auBerdem noch eine andere 
Tatsache bericksichtigt. 

Die Reaktion einer 1° igen wasserigen Lysocithinlésung wird beim 
Stehen im Brutschrank bei 37° sauer, und die Aziditaét nimmt mit der 
Zeit bis zu einem gewissen Grad zu. Um ein Beispiel anzufiihren: 
Die Aziditit von 10 cem einer frisch hergestellten Lysocithinlésung 
entspricht 1,30 ccm einer alkoholischen n 20 KOH-Lésung (Indikator 
Phenolphthalein): nach 161 Stunden entspricht die Aziditaét 2 ccm 
der gleichen KOH-Lésung: die nachsten 127 Stunden bleibt dann die 
Aziditat konstant. Wahrend der ganzen Beqbachtungsdauer sind in 
der Lésung nicht einmal Spuren von Cholin oder von Phosphorsaure 
nachweisbar, und es erfolgt keine merkliche Fettsiureabspaltung. 
Das bedeutet, daB das Lysocithin vom 7. bis zum 12. Tage keine Ver- 
anderung erlitten hat, selbst keine solche, die mit den empfindlichsten 
Methoden nachweisbar gewesen ware, obgleich die Substanz den héchsten 
Aziditatsgrad erreicht hatte, der bei einer solechen Temperatur und 
Konzentration erreicht wird. Ubrigens betrug die aus einer 1°, igen 
Lysocithinlésung, zu der einige Tropfen Toluol hinzugefiigt waren 
und die dann 6 Monate lang in einem geschlossenen GefaB im Brut- 
schrank bei 37° stand, frei gemachte Phosphorsiure héchstens 1,8 °,, 
vom gesamten Phosphorsauregehalt des Lysocithins. 


1 Die geringe Menge Colamin, die beim Abbau von Kephalin und 
Lysokephalin auftreten kann, wurde bei unseren Versuchen stets ver- 
nachlassigt. 
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Die Zunahme der Aziditat in den wasserigen Lysocithinlésungen 
ist der Bildung des Hydratationsproduktes zuzuschreiben, namlich 
% . 
dem Ubergang von der Betain- zur Hydratform!. 


0. CH, C HyN=(CHs3)s O. CH, CH, N=O0H (CHy)5 
CH,O . P=0 CH,O. P=0 
Oo OH 
CHOH CHOH 
| 
CHLO.CO.R CHLO.CO.R 


Die Annahme einer Bezichung zwischen dem Chbergang von der 
wasserfreien zur hydratisierten Form und der eigentiimlichen  Er- 
scheinung, die in den Pseudolésungen des Lysocithins auftritt dab 
nimlich solche Lésungen, die im Augenblick der Herstellung fliissig 
sind, gallertartige Konsistenz annehmen, wenn sie eine bestimmte Zeit 
im Brutschrank stehen , durfte unseres Erachtens zutreffend sein. 
Es handelt sich um den Ubergang von einem inneren, neutralen Salz 
in eine schwache Sdaure. 


Durch Erhitzen verschiebt sich das Gleichgewicht von der Betain- 
zur Hydratform, die in unserem Falle 54,79°., des gesamten Lysocithins 
betragen hat. Die hydratisierte Form ist es, die sich gegen Kalilauge 
wie eine Saure verhalt, und diese ist es, die wir titrieren. 


Damit die Lecithase B die ihr eigene hydrolysierende Funktion 
ausiiben kann, ist demnach eine vorausgehende Hydratisierung des 
Lysocithins erforderlich. Der Aziditatsgrad ist also nicht der Ausdruck 
einer einzigen Reaktion, sondern, wenigstens in der ersten Phase, 
der von drei verschiedenen Faktoren. In dem hier angefiihrten Diagramm 
verzeichnen wir die zeitliche Aziditit von einer 1° igen ‘wisserigen 
Lysocithinlésung, von einer 1° igen Lecithaselésung und endlich von 
einer Lésung Lysocithin-Lecithase, im Verhaltnis von je 1°,. An den 
Abszissen haben wir die Zeitdauer vermerkt, an den Ordinaten in Kubik- 
zentimetern die Menge von n 20 Kalilauge, die zur Neutralisierung von 
10 cem der betreffenden Lésungen notwendig ist. Zur Lésung Lyso- 
cithin-Lecithase wurden bei der Titrierung 40 cem 95° iger neutraler 
Alkohol zugesetzt und alkoholische n/20 Kalilauge verwendet. 


' Es sei jedoch bemerkt, da das in unserem Falle quantitativ vom 
Eierlecithin stammende Lysocithin ein Gemisch von Isomeren darstellen 
muB, die von der z- bzw. /-Glycerinphosphorsiure abstammen, und zwar, 
laut der Angabe von Karrer (Helv. Chim. Acta 9, 3, 1926). im Verhaltnis 
von 70 bis 80°, von der /-Glycerinphosphorsiure. |Dementsprechend 
miiBten obige Produkte in einem Lysocithin mit nut einer einzigen Fett- 
sdiure und in einer im Gleichgewicht stehenden wisserigen LOésung sechs 
isomere Formen besitzen: drei hydratisierte und drei wasserfreie, simtlich 
racemisch und in optische Antipoden spaltbar. 


19* 
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Wie aus dem Diagramm ersichtlich, sinkt die Aziditat der Lecithase- 
lésung bis zur 40. Stunde, um hierauf konstant zu bleiben und derartige 
Werte zu erreichen, daB 10 cem 
der Lésung durch 1,35 cem n/20 








i 3.50 ge 6S #s 
i Kalilauge neutralisiert werden. 
= oH Auf der ersten Strecke stellt 
S,  ) die Kurve die Summe der ver- 
§ - , schiedenen Aziditaten von Lyso- 

30 5 735 “js  cithin, Lecithase B und Lyso- 

cithinspaltprodukten dar. Nach 
der 160. Stunde, wenn simt- 








6 WO 86 ; ince 
Zetheuer in Sturden liches Lysocithin verschwunden 


Abb. 1. ist, weil die Fliissigkeit kein 

1 °/oiges Lysocithin. hamolytisches Vermégen mehr 

~—— 1°) jiger wisseriger Reiskleienextrakt. besitzt, zeigt die gemessene 
Lysocithin und Reiskleienextrakt, 


je 1 cig. Aziditat die Summe der Azidi- 


titen an, die von den befreiten 
Fettsiuren und der nunmehr konstant gewordenen Lecithase her- 
riihren. Die von den freien Fettsiuren stammende Aziditaét ent- 
spricht pro 100 cem Flissigkeit 21,5 cem n/20 KOH-Lésung. Demnach 
sind 58,96 °,, der Fettsiuren, die im in Spaltung begriffenen Lysocithin 
enthalten waren, in Freiheit gesetzt worden. Nun ist aber, wie wir 
gesehen haben, auf anderem Wege der Nachweis erbracht worden, 
daB 20,41°, des im gewéhnlichen Lysocithin vorhandenen Phosphors 
unter der Wirkung des Enzyms unléslich geworden ist, namlich in 
einem Gemisch vorliegt, das, wie gesagt, aus Lysocithinsalz und Fett- 
siuren besteht. Da also 40,82°, der Fettséuren zur Bildung der un- 
léslichen phosphorhaltigen Verbindung dienen, miiBten 59,18°, in 
Freiheit gesetzt werden. Wir haben gesehen, da mit der direkten 
Titrierung 58,96°,, nachgewiesen werden konnten. 

Steigt die Temperatur der Reaktion auf 50°, so verschiebt sich das 
Gleichgewicht zwischen wasserfreiem und hydratisiertem Lysocithin 
zugunsten des letzteren, und es erreichen die in Freiheit gesetzten Fett- 
siuren einen Prozentsatz von 64,82. Ein ahnliches Verhalten zeigt 
Lecithase B den Lecithinemulsionen gegeniiber. In einem Versuch 
bei 50° werden am Ende der Reaktion etwa 60°, des Phosphatid- 
phosphors in Form von Cholin-Glycerin-Phosphorsiureester wasser- 
léslich. Das auf der Fliissigkeit schwimmende ©] besteht aus einem 
Gemisch von Fettsiuren und Lecithinsalz. 

Auch in diesem Falle kann die Unterbrechung der Phosphatid- 
spaltung héchstwahrscheinlich damit erklirt werden, daB die befreite 
Fettsiure mit einem Teil des Lecithins verestert wird und so ein Produkt 
bildet, das in Wasser unléslich, in Fettséiuren aber léslich ist. Aucl 
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hier greift wahrscheinlich das Enzym die hydratisierte Form des Leci- 
thins an. 

Die Gegenwart einer Lecithasegruppe wirkt nicht stérend auf eine 
etwaige gleichzeitige Wirkung anderer Enzymgruppen, wenn nur 
das Milieu nicht ungiinstig ist. Setzen wir zu einer Eidotteremulsion 
in physiologischer Kochsalzlésung Kobragift und Reiskleienextrakt 
hinzu und stellen die Probe in den Brutschrank bei 37°, so beobachten 
wir tatsichlich, daB das durch die Wirkung des Kobragiftes gebildete 
Lysocithin eine weitere Abspaltung erleidet; infolgedessen auBern 
sich in einem ersten Zeitabschnitt die himolytischen Eigenschaften 
der einer solchen vereinigten, enzymatischen Wirkung ausgesetzten 
Fliissigkeit bedeutend schwacher als bei den Kontrollproben mit Lecithin 
und Schlangengift, um nach kurzer Zeit ganzlich zu verschwinden. 


Enzyme aus Aspergillus oryzae. 

Das Enzymsystem des Aspergillus oryzae entspricht in seiner 
Wirkung auf Lecithin und Lysocithin demjenigen aus frisch gemahlener 
Reiskleie. Sehr verschieden ist hingegen die Geschwindigkeit, mit 
welcher von diesen Enzymen aus dem Lecithid Phosphorsaure ab- 
gespalten wird. 

Vergleicht man die Resultate der enzymatischen Wirkung des 
Reiskleienextraktes gegen eine 1 °,ige Lysocithinlésung mit den durch 
die Enzyme des Aspergillus oryzae gegeniiber dem gleichen Substrat, 
bei gleichen Bedingungen der Ionenkonzentration und Temperatur 
erhaltenen, so ist zu bemerken, daB im ersten Falle die Hamolyse nach 
2 Tagen verschwindet und da8 bis zu diesem Zeitpunkt 6°, der gesamten 
Phosphorsaure in Feiheit gesetzt worden sind. 

Der durch Aspergillus oryzae abgespaltene Phosphor erreicht zu 
derselben Zeit 10°: die Hamolyse ist noch nicht verschwunden und 
wird erst am vierten Tage negativ, wenn der abgespaltene Phosphor 
28,3°,, betrigt. Ist einmal die Himolyse verschwunden, so verliuft 
die Abspaltung der Phosphorsaure weiter; sowohl in der Probe mit den 
Reisenzymen als in jener mit Enzymen des Aspergillus oryzae, jedoch 
auch hier mit sehr verschiedener Geschwindigkeit: in ersterem Falle 
sind nach 30 Tagen nur 18°, der gesamten Phosphorsiure abgespalten, 
wihrend in letzterem Falle zur gleichen Zeit 77°, erreicht werden. 

Es sei bemerkt, daB die beiden Enzymextrakte bei der Probe mit 
Natriumglycerophosphat (% und /) eine fast gleiche Glycerophosphatase- 
wirkung besaBen. Alle unsere Versuche sind bei gleicher Temperatur 
und mit der gleichen Puffersubstanz (Citratpuffer nach Sdrensen) 
bei pu 5,3 ausgefiihrt worden. 

Auch aus dem Enzymkomplex des Aspergillus oryzae kann mit 
Bleiacetat die Cholinophosphatase entfernt werden. Die auf diese 
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Weise erzielten Extrakte verhalten sich ebenso wie die entsprechenden 
aus Reiskleie gewonnenen (Lecithase B). 

Der Unterschied im Verhalten von Enzymen aus frischer Reiskleie 
oder von jenen aus Aspergillus oryzae gegen Lecithine und Lysocithine 
besteht also darin, da die ersteren Enzyme nur einen geringen Gehalt 
an Cholinphosphatase aufweigen, die letzteren jedoch bedeutend mehr. 
Es liegt auf der Hand, daB die quantitative Bestimmung der Phosphor- 
siure, die bei solchen enzymatischen Prozessen freigesetzt wird, zugleich 
ein indirektes MaB des cholinatischen und phosphatatischen Ver- 
mégens liefern kann. 

Experimenteller Teil. 
Bestimmung anorganischer Phosphate in Lysocithinlésungen und in 
Lecithinemulsionen. 

Das erste analytische Problem, das im Laufe unserer Untersuchungen 
gelést werden muBte, galt der Wahl einer sicheren Methode zur quanti- 
tativen Bestimmung anorganischer Phosphate bei Gegenwart von 
Lecithin und Lysocithin. AuBer den beiden obigen Phosphatiden 
konnten in unseren Versuchen gleichzeitig die wasserléslichen Salze 
der Inositphosphorester (Phytine) anwesend sein: um die Arbeit nicht 
unnotig zu komplizieren, haben wir es jedoch in der Regel vorgezogen 
diese letzteren Verbindungen aus den verwendeten Enzympraparaten 
auszuschalten. 

Da Lysocithin mit Molybdansalzen Verbindungen gibt, die in 
Wasser und in verdiinnten Sauren schwer léslich sind, so muBten von 
vornherein alle jene Bestimmungsmethoden, die sich auf den direkten 
Gebrauch von Molybdansalzen stiitzen, als unbrauchbar gelten. Wir 
fanden, daB in unserem Falle folgende Methode die besten Dienste 
leistete : 

Zu 10cem der zu priifenden Lésung, die bei Gegenwart von freien 
Fettsiuren zuerst filtriert wurde und die pro 100 cem nicht weniger als 
10mg und nicht mehr als 50 mg P,O; enthalten durfte, wurden 10 ccm 
nach Schmitz! hergestellte und zuvor zum Sieden gebrachte Magnesia- 
mixtur und 3 ccm gesattigte Ammoniumchloridlésung zugesetzt. Es wurde 
hierauf bis zum Eintreten einer deutlich alkalischen Reaktion 3 ©,iges 
Ammoniak hinzugefiigt. Nach Erkalten der Fliissigkeit gab man 5 ccm 
konzentriertes Ammoniak zu, lieB 10 Minuten stehen und filtrierte durch 
einen Glastrichter mit poréser Einlage. Das Filtrat wurde entfernt und 
die farblose Fallung von Magnesium-Ammoniumphosphat mit stark ver- 
diinnter Salpetersiure auf dem Filter selbst aufgelést. Das Filter wurde 
wiederholt gewaschen, die erhaltene salpetersaure Lésung mit einigen 
Tropfen Natronlauge neutralisiert und endlich nach Hmbden* in der Vor- 
schrift von Antoniani® gefallt. 


' B, Schmitz, Zeitschr. f. analyt. Chem. 45, 512, 1906. 
2 G. Embden, Zeitschr. f. physiol. Chem. 113, 138, 1921. 
3 C, Antoniani u. R. B. Jona, Giorn. Chim. ind. ed appl. 10, 203, 1928. 
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Die Vorversuche an Lysocithinlésungen mit einem bekannten Gehalt 
an anorganischen Phosphaten ergaben sehr befriedigende Resultate. So 
z. B. wurden in einer Lésung, welche 3,735 mg P,O; in Form von Natrium- 
phosphat neben 10 mg Lysocithin enthielt, 0.1454 g Strychnin-Phosphor- 
molybdat gefunden, was 3.737 mg P,O,; entspricht. 

Wir bedienten uns stets dieser Methode, um in Gegenwart von 
Lysocithin oder Lecithin den anorganischen Phosphor zu bestimmen. 
Zum quantitativen Nachweis des Gesamtphosphors haben wir die 
organische Substanz in kleinen Ajeldahl-Kolben mit Salpeter-Schwefel- 
siure zerst6ért und in der in passender Weise verdiinnten und neutrali- 
sierten Fliissigkeit nach Embden den Phosphor bestimmt. 


Herstellung der Enzymeatrakte aus Reiskleie und Reisembryo. 


1 kg frisch gemahlener Reiskleie wurde in 3 Liter Wasser suspendiert, 
10 cem Chloroform zugesetzt und die Masse geschiittelt, bis ein homogener 
Brei entstand; nach 24 Stunden filtrierte man das Ganze durch ein grobes 
Faltenfilter und nahm den auf dem Filter zuriickgebliebenen Teil in fast 
ebensoviel Wasser auf. Das Filtrat wurde dann im Vakuum bei nicht 
iiber 40° fast véllig eingedampft und die Substanz dann iiber Schwefel- 
siure im Vakuumtrockenschrank vollkommen getrocknet. 

Wollten wir im Laufe unserer Versuche iiber ein phosphor- und cholin- 
freies Praparat verfiigen, so unterbrachen wir die Einengung des Extraktes, 
wenn ein Volumen von 500 ccm erreicht war, und setzten zu dem so ge- 
wonnenen Sirup, der saure Reaktion und py 5.0 aufwies, bis zum Ein- 
treten einer leicht alkalischen Reaktion Bariumhydrat in gesattigter Lésung 
hinzu. Es wurden auf diese Weise fast alle anorganischen Phosphate und 
auch der gréBte Teil der organischen phosphorhaltigen Derivate vom Typus 
des Phytins ausgefallt. Wir filtrierten nun so rasch als méglich und séuerten 
die Fliissigkeit wieder mit Milchséure an, bis das anfangliche py wieder 
hergestellt war. Diese Fliissigkeit wurde nun im Vakuum zu sirupdser 
Konsistenz eingeengt, der Sirup mit 500 cem 95°%gem Alkohol behandelt, 
dann der Alkohol von der gebildeten Enzymfallung abgegossen und der 
Niederschlag mit frischem Alkohol gewaschen, um den gréBten Teil des 
Cholins zu entfernen. Zur vollstandigen Entfernung des Cholins war es 
notwendig, die Fallung wieder in etwas Wasser aufzunehmen, durch 
Schiitteln gut zu mischen und die Extraktion mit frischem Alkohol zu 
wiederholen. Sobald die Probe mit dem Florenceschen Reagens — die 
an einem kleinen Teil des in Wasser gelésten Niederschlags angestellt 
wurde — negativ ausfiel, haben wir den ganzen Niederschlag tiber Schwefel- 
siure im Vakuum getrocknet. Wir gewannen auf diese Weise eine gelbliche, 
schwammige, fast durchsichtige Masse. die im trockenen Zustande sehr 
morsch ist; sie ist Jedoch auch sehr hygroskopisch. Ausbeute ungefahr 
65g. Eine Probe des Produktes enthielt 0,166°, Gesamtphosphor und 
nur 0,011 °, anorganischen Phosphor. 


Die nach obigem Verfahren hergestellten Produkte besitzen cine 
ausgesprochene Heilwirkung bei Beriberi. 

Auch aus dem Reisembryo kann man mittels der gleichen Behand- 
lung ein Produkt gewinnen mit denselben Eigenschaften. Wenn man 
diese Praparate 1 Stunde auf 100° erwirmt, so verlicren sie selbst in 
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den wiasserigen Lésungen nicht ganzlich ihre Wirksamkeit und ge- 
winnen dieselbe wenigstens teilweise wieder, wenn man sie erkalten 
und einige Zeit stehen ]aBt. 

Die enzymatische und Antiberiberiwirkung solcher phosphor- 
und cholinfreier Extrakte ist, im Vergleich zu einer gleichen Menge 
extrahierter Substanz, derjenigen der entsprechenden  wasserigen 
Extrakte aus Reiskleie und Reisembryo -—— welche direkt getrocknet 
und demnach nicht ihres Phosphor- und Cholingehaltes beraubt wurden 
sicher unterlegen; es ist dies leicht begreiflich, da die Alkalisierung 
mit Kalk und Baryt sowie die darauffolgende Ausfallung der Phosphate 
einen Teil der Enzyme zerstért. Solche Enzyme kénnen in trockenem 
Zustand und von reaktionslosem Material, wie z. B. Phytin, getragen 
24stiindige Erwirmung auf 100° oder auch 4 Stunden Erwarmen auf 
110° vertragen, ohne dadurch ihre enzymatische und Antiberiberi- 
wirkungen einzubiiBen (Cubon?). 


Herstellung der Lecithase B. 


Zur Reinigung der nach obigem Verfahren hergestellten Enzym- 
extrakte wurde ein Teil davon in dem zehnfachen Gewicht Wasser aufgelést 
und zu dieser Lésung, bis zur volistandigen Ausfallung, gesattigte, neutrale 
Bleiacetatlésung zugesetzt. Der Niederschlag wurde durch Zentrifugieren 
von der Fliissigkeit getrennt und wiederholt, ebenfalls durch Zentrifugieren. 
gewaschen. Ein kleiner Teil des Niederschlags wurde zusammen mit | Giger 
Lysocithinlésung in den auf 50% eingestellten Brutschrank gebracht. 

Nach 3 Tagen war die Florencesche Reaktion positiv, und sie wurde 
in den darauffolgenden Tagen noch deutlicher. Gleichzeitig hatten sich 
auch die Fettsaéuren aus der Fliissigkeit ausgeschieden. Die Bleifallung 
wirkt also auf Lysocithin in derselben Weise wie die intakten Reiskleie- 
enzyme. 

Der Rest des Bleisalzes wurde in Wasser suspendiert und mit Schwefel- 
wasserstoff behandelt, wobei man das Prazipitat von Zeit zu Zeit zerrieb, 
um zu vermeiden, daB ein Teil der Bleiverbindung der Reaktion entging. 
Nach dem Abzentrifugieren des Bleisulfids wurde die Fliissigkeit im Vakuum 
bei Zimmertemperatur iiber Schwefelsiure, Atzkali und Bleiacetat ver- 
dampft. Man setzte vom erhaltenen Sirup eine kleine Menge zu einer 
1 %igen Lysocithinlésung hinzu und stellte das Gemisch in den Brutschrank 
bei 50°. Nach 12 Stunden hatte in der Lysocithinlésung eine reichliche 
Abscheidung unléslicher Substanzen (siehe spater) stattgefunden, von 
denen ein Teil aus Fettsaéuren bestand. Die Florencesche Reaktion gab 
noch nach 8 Tagen negative Resultate. 

Natiirlich stellte man fiir jeden Versuch eine Kontrollprobe mit Lyso- 
cithinlésung an, die aber immer unverandert blieb. 


Es ist aus diesen Proben zu schlieBen, daB infolge der oben be- 
schriebenen Behandlung die zur Cholinabspaltung gehérige enzymatische 
Funktion (Cholinophosphatase) verlorengegangen ist und nur mehr 
die Lecithase B iibrigbleibt. Auch aus den Enzymen des wiisserigen 
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Aspergillus oryzae-Extraktes kann man durch Behandlung mit Blei- 
acetat die Cholinase ausscheiden und Lecithase B erhaiten. 

Die Herstellung der Lecithase B allein gelingt nach obiger Methode 
auch mittels Wasserextraktion einer Reiskleie, die langere Zeit ohne 
besondere Kautelen aufbewahrt worden ist. Der Reisembryo hingegen, 
der abnormen Géarungen wahrscheinlich schwer zugianglich ist, hat 
immer wisserige Extrakte geliefert, die gleichzeitig Cholinphosphatase 
und Lecithase B enthielten. 


Herstellung der Enzymextrakte aus Aspergillus oryzae. 


Bei der Gewinnung von Enzymen aus dieser Art Mikroorganismen 
wurden aus Reinkulturen erhaltene Mycelien mit iippiger Sporenbildung 
ausgepreBt und der erhaltene Zellinhalt bei Temperaturen unter 40° fast 
bis zur Trockne gebracht. Der Trocknungsprozef wurde dann im Trocken- 
schrank, und zwar im Vakuum tiber Schwefelsiure beendigt. Derartige 
Extrakte enthalten Cholin und phosphorhaltige Verbindungen, zu deren 
Absonderung man sich des fiir Reiskleieextrakte beschriebenen Verfahrens 
bedienen muB. 

Lysocithinspaltung durch Lecithase B. 

Wir mischten eine 2 °oige wasserige Lysocithinlésung mit dem gleichen 
Volumen einer ebenfalls 2° igen Lésung von einem Trockenextrakt aus 
alter Reiskleie, welche lange vorher gemahlen war und keine Cholino- 
phosphatase enthielt. Diese Lésung hatte ein py von 5,3 und einen Gehalt 
an Gesamtphosphor von 0,579 mg pro Kubikzentimeter. 

200 ccm der obigen Lésung wurden nach Zusatz von 2 Tropfen Toluol 
in den Brutschrank bei 37° gestellt und von Zeit zu Zeit Proben entnommen. 
Es war dabei zu beobachten, daB die Florencesche Reaktion bis zum Verlust 
der hamolytischen Eigenschaften negativ ausfiel und da® der in der Lésung 
enthaltene anorganische Phosphor nicht die anfinglich im Enzymextrakt 
anwesende Menge iiberstieg. 

Nach Ablauf der Reaktion, d. h. als simtliches Lysocithin verschwunden 
war — nach 9 Tagen —, hatte sich in der Fliissigkeit eine gallertartige 
Masse gebildet, die durch Zentrifugieren grob entfernt, auf einem Falten- 
filter gesammelt und wiederholt mit Wasser gewaschen wurde. Das Pra- 
zipitat wurde zuerst getrocknet, hierauf, um den gréBten Teil der Fettsaéuren 
zu entfernen, in der Kialte mit Petrolather gewaschen und endlich aus 
heiBem Alkohol kristallisiert erhalten. Die prismatischen, farblosen Kristalle 
wurden abgesaugt, mit Petrolaither gewaschen und analysiert. Zwischen 
Phosphor und Stickstoff bestand das Verhaltnis 1: 1. 

0,028 g Substanz ergaben nach der Zerst6rung mit Salpeter-Schwefel- 
siure 0.0947 g Strychnin-Phosphormolybdat, was einem Phosphorgehalt 
von 3,80 °%, entspricht. Die Bestimmung des Stickstoffs mit Mikro-Aje/dah/ 
ergab N = 1,70 %. 

Der berechnete theoretische Wert ist fiir das Salz der Stearinsiure 
des Stearinlysocithins P = 3,84° und N 1,74%. 

Dieses phosphorhaltige Produkt beginnt sich bei 133° zu zersetzen 
und schmilzt bei 183° zu einer braunen Masse. Es besitzt kein hamolytisches 
Vermégen, ist sehr schlecht léslich in Ather und in Petrolather, schlecht 
léslich auch im kalten Alkohol; mit warmem Wasser und mit physiologischer 
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Kochsalzlésung gibt es kolloide Suspensionen, die nicht hamolytisch wirken. 
LaBt man das Produkt lange mit konzentrierter HC] sieden, so zersetzt es 
sich unter Abscheidung von Fettsaéuren (Palmitin- und Stearinsdéure), 
Glycerin, Cholin und Phosphorsaure. 

Die wasserige Losung, aus der durch Zentrifugieren die phosphor- 
haltige Verbindung mit den Fettséuren entfernt worden war, enthielt 
nur eine geringe Menge anorganischen Phosphor. 

Die Bestimmung des Gesamtphosphors, die nach Zerstérung det 
organischen Substanz an 5cem der Losung ausgefiihrt wurde. ergab: 


1. 0.2075 g Strychnin-Phosphormolybdat 2,328 mg Phosphor 
2. 0.2032 ,, g 2,280 ,, = 


was einem Gesamtphosphorgehalt von 0,4656 bzw. 0.4560 mg pro Kubik- 
zentimeter entspricht, d.h. im Mittel 0.4603 mg pro Kubikzentimeter. Da 
in der Ausgangsfliissigkeit der Phosphorgehalt 0,579mg pro Kubikzentimeter 
betrug, so war am Ende der Reaktion 20,51°, des Gesamtphosphors von 
der oben beschriebenen nicht wasserléslichen Verbindung gebunden worden. 

Der gleiche Versuch tiber enzymatische Lysocithinspaltung wurde 
auch bei der Temperatur von 56° angestellt. Die Bestimmung des Gesamt- 
phosphors in 5cem der Ausgangslésung ergab hierbei: 


1. 0,246 g Strychnin-Phosphormolybdat 2,76 mg Phosphor 
2. 0,2442 ,, g = 2,74 ,, - 


also mit einem Mittelwert von 2,75 mg. was 0,550 mg Gesamtphosphor 
pro Kubikzentimeter entspricht. Nach 6 Tagen bewirkte die Fliissigkeit 
keine Hamolyse mehr. Man bestimmte alsdann den Gesamtphosphor in 
der zentrifugierten und von den unléslichen Produkten abfiltrierten Fliissig- 
keit, und zwar mit folgenden Resultaten: 


1. 0.2025 g Strychnin-Phosphormolybdat = 2.272 mg Phosphor 
2. 0.2004 ,, g 2,249 ,, . 


im Mittel also 2,265 mg, was einem Gesamtphosphorgehalt von 0.453 mg 
pro Kubikzentimeter entspricht. 

Wenn man fiir die gleiche Lysocithinlésung eine doppelte Menge 
Lecithase B verwendete, so war die bis zum Verschwinden der Reaktion 
erforderliche Zeitdauer auf weniger als die Halfte reduziert. 

Bei einer zweiten Spaltungsprobe mit Lecithase B, bei der man zur 
gewohnlichen Lésung 1°, Caleiumchlorid zusetzte, war der in Lésung ge- 
gangene Gesamt phosphor um 17,30 °, vermindert. Der Verlust der Hamolyse 
trat jedoch schneller ein, und zwar schon, unter sonst gleichbleibenden 
Bedingungen, in 110 statt in 140 Stunden. 

Auch die unlésliche Verbindung wird schlieBlich vom Enzymsystem 
abgebaut., wenn auch viel langsamer. In der Tat waren in einem anderen 
Versuch die hamolytischen Eigenschaften nach 1'/,tagigem Verweilen im 
Brutsehrank bei 37° verschwunden, und zu dieser Zeit lagen 20°, des 
Phosphorgehaltes in unléslicher Form vor. Nach 17 Tagen war jedoch det 
ganze Phosphorgehalt des verwendeten Lysocithins in Lésung gegangen. 

Zum Nachweis der Glycerinphosphorsaéure in Form des Cholinesters in 
den wisserigen Lysocithinlésungen, die der Wirkung der Lecithase B aus- 
gesetzt worden waren, sind wir folgendermaBen vorgegangen: Nach Verlust 
der Hamolyse wurde das enzymatische Spaltprodukt zentrifugiert (um 
die unléslichen Produkte zu entfernen) und die klare Fliissigkeit bis zum 
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Kintreten der alkalischen Reaktion mit Bariumhydrat behandelt; man 
filtrierte und setzte dann einen UberschuB von Baryt zu. Nun wurde das 
(;anze einige Tage stehengelassen und nur von Zeit zu Zeit geschiittelt. 
Nach Entfernung des Barytiiberschusses mit Kohlenséure wurde das 
Bariumearbonat abfiltriert, das Filtrat im Vakuum zur Trockne gebracht, 
der Riickstand mit absolutem Alkohol gewaschen, der nicht geléste Teil 
in Wasser aufgenommen und mit wasseriger, kalt gesattigter Barium- 
nitratldsung versetzt. Nach 2 Tagen sammelte man die ausgeschiedenen 
Kristalle und trocknete sie bei 105°. Die Analyse ergab: 


0,191 g Substanz ergaben 0,1516 g BaSQy,. 


0.33878 ¢  . . 0,00865 ¢ MgyP,O,. 
Ber. auf 2 C,H;O,P Ba . Ba(NO,).: Ba 47,0 %), P 7.07%; 
gef.: Ba 46.75%, P 7,20%. 


Die Verseifungsfliissigkeit enthalt somit das Bariumsalz der /}-Glycerin- 
phosphorsaure. 

Die Mutterlauge der Fallung des Doppelsalzes Bariumnitrat-Barium- 
?-Glycerophosphat enthalt reichlich organisch gebundenen Phosphor. 
Diese Menge betragt viel mehr, als eigentlich mit der spezifischen Léslichkeit 
des Doppelsalzes Barium-/-Glycerophosphat-Bariumnitrat vertraglich ware ; 
es ist deshalb anzunehmen, daB auch Barium-x-Glycerophosphat darin 
enthalten ist. 

Der Glycerophosphorsiure-Cholinester, der sich bei der enzymatischen 
Lecithinspaltung bildet, stammt demnach zum Teil von /- und zum Teil 
von «-Glycerophosphorsaure ab. 

Es bereitet groBe Schwierigkeit. Glycerophosphorsaure-Cholinester 
aus der wasserigen Lésung zu entfernen, aus der die Fettsauren und das 
Phosphatid abgetrennt worden sind. Der Hauptgrund dafiir liegt in der 
Gegenwart des Enzyms. Wenn man die Masse trocknet und den Riickstand 
mit absolutem Alkohol entfernt, so kann man ein ziemlich reines Produkt 
gewinnen. In diesem Loésungsmittel ist Glycerophosphorsaure-Cholinester 
ziemlich leicht léslich, das Enzym hingegen viel weniger. Verdampft man 
den Alkoholextrakt im Vakuum itiber Schwefelséure, so gewinnt man eine 
feste, weiBe, miirbe Masse, die sehr hygroskopisch ist. Aus der alkoholischen 
Léosung erhalt man nach Zusatz einer ebenfalls alkoholischen Cadmium- 
chloridlésung einen sehr leicht wasserléslichen, weiBben Niederschlag der 
Cadmiumverbindung. 

Wird der trockene Alkoholextrakt lange mit Salzsaure gekocht, so 
wird er hydrolysiert und es kommt zur Bildung von Cholin, Phosphor- 
saure und Glycerin. Der Glycerophosphorséure-Cholinester kann wedet 
mit dem Reineckeschen noch mit dem Florenceschen Reagens ausgefallt 
werden. 

Die ‘Messungen, welche sich auf den Verlauf der Reaktion beziehen, 
sind in den Diagrammen des allgemeinen Teiles dieser Arbeit verzeichnet. 


Lecithinspaltung durch Lecithase B. 


Es wurde eine ungefahr 2 °,ige wiasserige Lecithinemulsion hergestel!t, 
indem man das Phosphatid in méglichst wenig Athylalkohol léste, Wasser 
zutiigte, den gréBten Teil des Alkohols verdampfte und dann auf ein Volumen 


von 100 cem mit Wasser auffiillte. Zu bemerken ist, dab ein Uberschub 
an Alkohol den Ablauf der enzymatischen Reaktion bedeutend stért. 
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Zu dieser Emulsion wurden 100 cem einer 2° igen Lésung phosphor- 
und cholinfreier Lecithase B zugesetzt. An zwei Proben der letzteren 
Emulsion von je 10 cem bestimmte man den Gesamt phosphor, der in diesem 
Falle ausschlieBlich aus organisch gebundenem Phosphor bestand. Die 
erste Probe ergab nach Zerst6rung der organischen Substanz 0,2870 ¢ 
Strychnin-Phosphormolybdat = 3,220 mg Phosphor; die zweite Probe 
ergab 0,2910 g Strychnin-Phosphormolybdat = 3,265 mg Phosphor. Im 
Mittel entspricht der Wert der beiden Bestimmungen 3,242 mg, d. h. 
0,324 mg Phosphor pro Kubikzentimeter der Emulsion. 


Nach Zusatz von 2 Tropfen Toluol wurde die Emulsion in einem 
geschlossenen GefaiB in den auf 50° eingestellten Brutschrank gestellt und 
dort 20 Tage belassen. Hiernach stellte man fest, da8 die Emulsion praktisch 
verschwunden war, wahrend sich die Kontrollprobe mit 1° iger Lecithin- 
emulsion unverandert zeigte. Die der enzymatischen Spaltung unter- 
worfene Emulsion war nach Verlauf von 20 Tagen in zwei Schichten geteilt ; 
die untere Schicht bestand aus einer fast klaren, gelblichen Lésung, die 
obere aus einer halbgeschmolzenen Masse, die zum Teil den Wanden des 
GefaBes anhaftete. Die wasserige Lésung wurde filtriert; es waren darin 
nur Spuren von Cholin nachweisbar. Der an 10 ccm der Fliissigkeit an- 
gestellte Versuch, nach Embden den anorganischen Phosphor nachzuweisen, 
ergab negative Resultate. Es wurden namlich direkt aus dieser Probe 
0,0131 g Strychnin-Phosphormolybdat gewonnen, d. h. 0,0147 mg Phosphor 
pro Kubikzentimeter. Man muB jedoch bedenken, daB Spuren von Lecithin 
durch die Poren des Filters passiert sein kénnen und daB diese mit dem 
Embdenschen Reagens jene minimalen Mengen Prazipitat ergaben, die 
wir dann als Strychnin-Phosphormolybdat gemessen und auf Phosphor 
berechnet haben. 

Zwei Proben der filtrierten Fliissigkeiten von je 5cem wurden zur 
Bestimmung des léslichen Gesamtphosphors verwendet; zu diesem Zwecke 
haben wir nach Zerst6rung der organischen Substanz mit der Embdenschen 
Methode im Riickstand den Phosphor bestimmt. Die erste Probe ergab: 
0,0881 g Strychnin-Phosphormolybdat = 0,986 mg Phosphor, entsprechend 
0,198 mg Phosphor pro Kubikzentimeter. Die zweite Probe ergab: 0.0870 g 
Strychnin-Phosphormolybdat = 0,9762 mg Phosphor, was 0,195 mg Phos- 
phor pro Kubikzentimeter entspricht. Der Mittelwert betragt 0,1965 mg 
Phosphor pro Kubikzentimeter. 


Wenn man auch den vielleicht irrtiimlich als anorganischen Phosphor 
berechneten Phosphor abzieht, so sind immerhin nur 56,08 °, des Gesamt- 
phosphors in Lésung gegangen. 

Der Phosphor befindet sich in der Lésung in der Form des Glycero- 
phosphorséure-Cholinesters, weshalb die Fliissigkeit alle jene Reaktionen 
geben kann, die wir fiir den Fall der Lysocithinspaltung erlautert haben. 


Lysocithin- und Lecithinspaltung durch Extrakte aus frischer Reiskleie und 
aus Aspergillus oryzae. 


2,500 g Lysocithin und 2,500 g Trockenextrakt von frischer Reiskleit 
wurden in 250 cem Wasser gelést und die so erhaltene Lésung vom px 5.5 
in den auf 50° eingestellten Brutschrank gestellt. Nach 24 Stunden wa: 
die an einer kleinen Probe der Fliissigkeit angestellte Florencesche Reaktion 
positiv geworden. In der Folge schied sich aus der Lésung eine gallert- 
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artige Masse ab, die aus Fettséuren und aus jener unléslichen, phosphor- 
haltigen Verbindung bestand, die wir im vorausgehenden Teil bereits 
beschrieben haben. Die Erwarmung wurde bis zum Verlust der haimolytischen 
Eigenschaften fortgesetzt; die Fliissigkeit enthielt eine gewisse Menge 
freier Phosphorsaure. 

Mittels des Verfahrens, das wir fiir die Produkte der Spaltung 
durch Lecithase B beschrieben haben, gelang es, das Vorhandensein 
von Glycerophosphorsaure-Cholinester festzustellen und zwar neben 
einer kleinen Menge freier Phosphorséiure und Glycerin. In gleicher 
Weise verhalten sich auch Lecithinemulsionen. 

Die bei der Spaltung von Lecithin und Lysocithin durch Aspergillus 
oryzae-Extrakte erhaltenen Produkte sind qualitativ die gleichen wie 
diejenigen, welche bei der enzymatischen Wirkung wasseriger Extrakte 
aus frischer Reiskleie erhalten wurden, namlich: Fettsiuren, Glycerophos- 
phorsaure-Cholinester, Cholin, Glycerin, Phosphorsiure und Glycerin: 
die Identifizierung dieser Spaltprodukte gelingt mit den bereits wieder- 
holt erwahnten Verfahren. In diesem Falle jedoch fallt der viel schneller 
gebildete Glycerophosphorséure-Cholinester einer vollstandigen Hydro- 
lyse anheim. 

Auch beim Versuch mit Aspergillus oryzae bildet sich jene unlésliche, 
phosphorhaltige Verbindung, die nur duBerst langsam von den Enzymen 
angegriffen wird; es hat daher auf den ersten Blick den Anschein, als 
waren nur 70 bis 75°, des Gesamtphosphors in Phosphorsaiure iiber- 
gegangen, wihrend sich mit der Zeit tatsichlich die ganze Menge in 
diese Form umwandeln kann. Dieser Sachverhait erklirt die Annahme 
Akamatsus', daB die Lecithinspaltung durch Aspergillus oryzae nur 
70°, erreichte. 


Bestimmung des Aziditdtsoptimums der Glycerophosphatasen aus Reisklede 
und Aspergillus oryzae. 


Nach den Arbeiten von Némec?* iiber die Glycerophosphatasen der 
Samen haben es andere Forscher unternommen, festzustellen, ob im Ver- 
halten dieser Phosphatasen gegeniiber den beiden Formen « und /} der 
Glycerinphosphorsaiure Unterschiede bestinden. So hatten MKarrer und 
Freuler® sowie Kay* fiir Glycerophosphatasen tierischen Ursprungs und 
Fleury und Sutu® bei Anwendung von Glycerophosphatasen aus Vegeta- 
bilien den Nachweis erbracht, daB diese beiden Glycerophosphatasen 
zur praktisch vollstandigen Zerst6érung der beiden Formen der Glycerin- 
phosphorsaéure fiihren kénnen. Fiir Glycerophosphatasen tierischer Her- 
kunft ergibt sich aus den Arbeiten Kays sowohl wie auch aus denen von 


1S. Akamatsu, diese Zeitschr. 148, 186, 1923. 

2 A. Némec, ebenda 93, 94, 1919. 

3 P. Karrer u. R. Freuler, Tschirch-Festschrift 1926, S. 421. 
4 H. D. Kay, Biochem. J. 20, 791, 1926. 

5 P, Fleury u. Z. Sutu, Bull. Soc. Chim. de Fr. (4) 39, 1716, 1926. 
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Karrer, daB die «-Form weniger leicht angreifbar ist; der Unterschied in 
der Spaltung beider Formen ist jedoch nicht grob. 


Da es uns auffiel, daB unsere enzymatischen Produkte stets eine sehr 
aktive Glycerophosphatase enthielten, die Abspaltung der Phosphorsaure 
aus Lecithin und Lysocithin jedoch sehr sparlich und sehr langsam erfolgte 
und zuweilen ganz ausblieb, so beschlossen wir, die von anderen Forschern 
fiir x- und /-Glycerinphosphorsaure angestellten Untersuchungen auch auf 
Glycerophosphatasen vom Reis und Aspergillus oryzae auszudehnen. 
Wir hatten in der Tat anfangs den Verdacht, es stiinde die gréBere Resistenz 
der Lecithine gegen die Enzymwirkung im Zusammenhang mit der Be- 
schaffenheit der Glycerinphosphorsaure, die sich ihrem Molekiil angegliedert 
hat; es ware demnach mdglich, daB die eine von den zwei Formen der Glyce- 
rinphosphorsaéure schwer oder tiberhaupt nicht der Spaltung durch diese 
Phosphatasetypen zugiinglich sei. Aus diesem Grunde machten wir unsere 
Hydrolysebestimmungen gleichzeitig an nach E£. Fischer! hergestelltem 
Natrium-z-Glycerophosphat und an Natrium-/-Glycerophosphat, welch 
letzteres aus einem Natrium-Glycerophosphat des Handels tber das Doppel- 
salz Barium-/-Glycerophosphat-Bariumnitrat nach, Karrer gewonnen wurde. 
Die beiden Lésungen hatten fast den gleichen Gehalt an Glycerinphosphor- 
siure, und zwar entsprach derselbe fiir Natrium-x-Glycerophosphat 58 mg 
Phosphor pro 100 cem und fiir Natrium-/-Glycerophosphat 52 mg Phosphor 
pro 100 ccm. 

Die Enzymkonzentration der verwendeten Lésung war 1°, Trocken- 
extrakt aus Reiskleie und 0,5°%) Trockenextrakt aus Aspergillus oryzae. 
Die Verdauung erfolgte im Brutschrank bei 37°. Nach 24stiindigem Ver- 
weilen im Brutschrank wurde die abgespaltene Phosphorsaéure bestimmt. 
Die erhaltenen Resultate sind den Abb. 2 und 3 zu entnehmen. 
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Abb. 2. 
1° giger Reiskleienextrakt. 
e«-Natriumglycerophosphat 58mg Phosphor pro 100 ccm. 
—----- 3-Natriumglycerophosphat 52 mg Phosphor pro 100 cem. 


1 EB. Fischer u. E. Pfdhler, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 53, 1616, 1920. 
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Das py-Optimum der Glycerophosphatase der Reiskleie und des 
Aspergillus oryzae betragt ungefahr 5.5. 


= © 
8s 8s 8s 


Abb. 3. 
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Vergleich zwischen den Phosphatasewirkungen von Reiskleie- und Aspergillus 
oryzae-Enzymen auf Glycerophosphate und Lecithide. 


a) Phosphatasewirkung der Extrakte aus frischer Reiskleie 
gegentiber Natrium-z- und /-Glycerophosphat. 

Eine nach Sérensen hergestellte Natriumcitratlésung mit py 5.3 
(Optimum fiir Glycerophosphatase), welche 1°) Trockenextrakt aus 
frischer Reiskleie und Natrium-x-Glycerophosphat, entsprechend 58 mg 
Phosphor pro l00cem Lésung enthielt, wurde in geschlossenem Getab 
und nach Zusatz einiger Tropfen Toluol in den Brutschrank bei 37° gestellt. 
Von Zeit zu Zeit entnahm man 5 oder 10 cem zur Bestimmung der Phosphor- 
siure; die Phosphorsaiure wurde zuerst mit Magnesiamischung ausgefallt. 
der erhaltene Niederschlag in verdiinnter Salpetersiure wieder aufgeldst 
und nach Embden der Phosphor gravimetrisch bestimmt. 

In gleicher Weise verfuhren wir bei der Spaltungsprobe des Natrium-;}- 
Glycerophosphats, dessen Konzentration 57,9mg Phosphor pro l00cem Lésung 
entsprach. Zugleich wurde zur Kontrolle eine | °oige L6sung von Trocken- 
extrakt aus Reiskleie in Citrat puffer mit py 5,3 in den Brutschrank gestellt. 

Die Werte fiir freie Phosphorsaéure waren fiir diese letzte Losung immer 


konstant. 
100; Fn ae 
& a 
90} NOK -G, M2 
BS j,e58 


Abb. 4. 
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b) Phosphatasewirkung der Extrakte von Aspergillus oryzae 
gegentiber Natrium-a- und $-Glycerophosphat. 

Die Menge Natrium-z-Glycerophosphat, welche in der Natriumcitrat - 
pufferlésung nach Sérensen mit einem py von 5,3 gelést wurde, entsprach 
57 mg Phosphor pro 100 ccm, und der Gehalt an Trockenextrakt aus Asper- 
gillus oryzae betrug 1 g pro 100 ccm Lésung. Das in der gleichen Puffer- 
lésung mit ein und demselben Gehalt an Trockenextrakt des Aspergillus 
oryzae geléste Natrium-/-Glycerophosphat entsprach 45,7 mg Phosphor 
pro 100 cem. Alle anderen Bedingungen waren die gleichen wie beim vorigen 
Versuch. Auch der Nachweis der Phosphorsaure erfolgte an beiden Lésungen 
nach der obigen Vorschrift. Die Resultate sind aus Abb. 5 ersichtlich. 





Abb. 5. 


1 9 ,iger Extrakt von Asper- 
gillus oryzae. 
«-Natriumglycerophos- 
phat 57 mg Phosphor 
pro 100 cem. 

———— 3-Natriumglycerophos- 
phat 48,5 mg Phosphat 
pro 100 ccm. 
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Bei Betrachtung der Resultate und beim Vergleich der Diagramme 
ist das gleichartige Verhalten der Glycerophosphatasen aus Reis einer- 
seits und aus Aspergillus oryzae andererseits klar ersichtlich; es ergibt 
sich ferner daraus, daB die Wirksamkeit der beiden Extrakte auch quanti- 
tativ die gleiche ist. Unsere Resultate weisen jedoch darauf hin, dai 
diese Glycerophosphatasen die #-Form weniger rasch_beeinflussen 
als die x-Form. Auch in diesem Falle, geradeso wie bei den von Karrer 
verwendeten Leber- und Pankreasenzymen der Helix Pomatia, fiihren 
die Resultate nicht zu der Uberzeugung, daB die Hydrolyse der - 
und £-Glycerophosphate als eine monomolekulare Reaktion zu deuten 
sei. Die Reaktion ist jedoch eine vollstaéndige sowohl fiir x- als fir 
f-Glycerinphosphorsaiure. Die von Nemec fiir die Samenphosphatase 
beobachtete Hemmung der Glycerophosphatspaltung hangt nicht 
von der Natur der Glycerinphosphorsaure ab, sie ist vielmehr durch 
Einstellung auf nicht geeignetes pu zu erkliren: tatsachlich verlauft 
die hydrolytische Reaktion in einem zu sauren Milieu viel langsamer 
Aus den Arbeiten von Suzuki und Maruyama! ist bekannt, daB im 
alkalischen Milieu die Glycerophosphatase selbst die Resynthese be- 
werkstelligen kann. 


1 B. Suzuki u. T. Maruyama, Proc. Imp. Acad. Tokyo 6, 67, 1930. 
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c) Phosphatasewirkung der Extrakte aus frischer Reiskleie 
und aus Aspergillus oryzae gegeniiber Lysocithin. 


Es wurde in Citratpuffer nach Sédrensen mit py 5.3 (Optimum fir 
Glycerophosphatase) 1°, Reiskleienextrakt und so viel Lysocithin (etwa 
Ig pro 100 cem) aufgelést, daB die Lésung 53 mg Phosphor pro 100 cem 
enthielt. Gleichzeitig wurde eine andere Lésung in dem gleichen Puffer 
zubereitet, die anstatt Reis- 
kleienextrakt die gleiche Menge 80 | 


Trockenextrakt des Aspergillus Low a 
oryzae enthielt. © 70 1 

Aus jeder der beiden L6- § PA 
sungen entnahm man zahlreiche 8 | fb1é 
Proben von je 15cem; dieselben — § P 
wurden nach Zusatz eines & | P 
Troptens Toluol in’ geschlos- & 50 7436 
senen Reagensréhrchen in den 3 F 
auf 37° eingestellten Brut- s 40 je 
schrank gebracht. In gewissen = § / 
Zeitabstanden entnahm man 3 steed 
eine Probe, filtrierte und be- & 30} {283 
stimmte an 5 bis l0cem des § 1 Verlust der Hamolyse 
Filtrates die Phosphorsaure, ‘2 / 
wie im voraus genauer ange- +S a —is 29 
geben. Gileichzeitig wurde an §& | /%° _-—W 
den verschiedenen Proben das SF hee Ge 
hamolytische Vermégen festge- ” [AR Verlust der Hamolyse 
stellt, und zwar bis zum Verlust 0 ¥, oe D 
der Hiimolyse. Die Abb. 6 zeigt Zeitdauer in Tagen 
die verschiedene Aktivitat des ¥ c 
Reiskleien- und des Aspergillus ae se na — 

1° giges Lysocithin bei 37° (Puffersubstanz 


oryzae -Extraktes — gegeniiber 


vom py 5,3). 


.vsocithin. ‘ 
I ys ithin 1° sige Reiskleie. 


Wir haben im Voran- ——-——- 1° oiger Extrakt von Aspergillus 
gehenden gesehen, daB die —- 
Glycerophosphatasewirkung der Aspergillus oryzae- und der Reiskleien- 
extrakte auf die beiden Glycerophosphate eine gleiche Intensitat besitzt. 
Wenn aber diese Extrakte bei denselben Ionenkonzentrationen und Tem- 
peraturen auf Lysocithin einwirken, so zeigt sich ein bedeutender Unter- 
schied zwischen den beiden: waihrend im Falle des Reiskleienextraktes 
die Hamolyse nach 1! , Tagen verschwindet, wenn die abgespaltene Phos- 
phorsiure kaum 5% des Gesamtphosphors ausmacht, kommt es im 
Falle der Aspergillus oryzae-Extrakte erst nach dem 4. Tag zum Verlust 
der Himolyse, zu einer Zeit, in der die abgespaltene Phosphorsiure 
28°, des Gesamtphosphors ausmacht. In der Folge steigt dann die 
von den Enzymen der frischen Reiskleie freigesetzte Phosphorsiure 
langsam an, bis sie am 20. Tage 18°, erreicht, worauf sie bis zum 
SchluB des Versuckhs, d. h. bis zum 30. Tage, konstant ist. In der Probe 
mit Aspergillus orvzae-Extrakten erfolgt die Abspaltung der Phosphor- 
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siure auch weiterhin viel reichlicher, so daB am 30. Tage etwa 77°, 
des im Lecithid enthaltenen Phosphors in Phosphorséure iibergegangen 
sind. Da also die Glycerophosphatasewirkung fiir beide enzymatische 
Extrakte identisch ist, und da sich die Lecithase B-Wirkung aus Asper- 
gillus oryzae in unserem Falle geringer zeigt, so erhebt sich die Frage, 
weshalb der Aspergillus oryzae-Extrakt das Phosphatid tiefer und voll- 
stiindiger spaltet als der Reiskleienextrakt. Die Ursache dieses Ver- 
haltens liegt augenscheinlich darin, dab das Enzymsystem des Asper- 
gillus oryzae-Extraktes reicher an Cholinophosphatase ist als jenes 
des Reiskleienextraktes; aus diesem Grunde wird der durch Lecithase B 
freigemachte Glycerophosphorsiure-Cholinester in diesem Falle schneller 
von der Cholinophosphatase angegriffen, so daB die durch Glycero- 
phosphatasewirkung reichlicher gebildete Glycerinphosphorsiure auch 
eine gréBere Menge Phosphorsiure liefert, trotz gleicher Bedingungen 
in beiden Versuchen. 


Bestimmung des Aziditdtsoptimums der Reiskleien- und Aspergillus or yzae- 
Lecithasen. 

Die Bestimmungen des Aziditatsoptimums wurden an Proben ausgefiilrt, 
welche in Pufferlésungen nach Sérensen mit verschiedenem py 1°, Lyso- 
cithin und eine geeignete Menge des Enzymprapa- 
rates enthielten. Es wurde der Zeitpunkt festge- 
stellt, an dem in jeder einzelnen Probe der Verlust 
der Himolyse eintrat!. Die erhaltenen Resultate 
haben wir in Abb. 7 niedergelegt. 

Wir haben die Bestimmungen des <Aziditats- 
optimums der Lecithase B auf das Lysocithin allein 
beschrankt, weil wir in allen unseren Versuchen 
einen v6lligen Parallelismus im Verhalten von Lyso- 
cithin und Lecithin gegeniiber der Wirkung dieser 
Enzyme beobachtet hatten. Bei der Natur des 
Lecithins hatten wir in diesem Falle auf die 
auBerst empfindliche und genaue himolytische 
Reaktion verzichten miissen, tiber die wir beim 
Lysocithin verfiigen; tiberdies ware es sehr schwer 


& 33383887, 














Abb. 7. Verlust der Hamo- 8@Wesen. aus der Bestimmung der abgespaltenen 


lyse bei verschiedenem py. Fettsiuren geniigend exakte analytische Daten 
1 °/oiges Lysocithin bei 37°. zu ziehen. 


1,75 %/oiger Reis- In der Abbildung ist veranschaulicht, daB sich 
ee " das Aziditaétsoptimum der Lecithase B — gleich- 
abies ae Gouaine viel, ob sie aus Reiskleie oder aus Aspergillus 
oryzae. oryzae erhalten wurde — um den gleichen Wert 


1 Die Pufferlésungen mit niedrigem px geben an und fiir sich spontane 
Hamolyse der Blutkérperchen. Eine solche Hamolyse besitzt aber, wie 
aus der Farbe des Lysates und aus dem langsamen Auftreten ersichtlich 
ist, alle charakteristischen Eigenschaften der durch Fettsaéuren ausgelésten 
Himolyse, weshalb sie sich deutlich von der Lysocithinhaimolyse unter- 
scheidet. 
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von Pu 3.3 bewegt. Es ist also bedeutend verschieden von jenem 
der Glycerophosphatasen gleichen Ursprungs, das ungefihr einem py 
von 5,5 entspricht. 

Dieser Unterschied kénnte als neuer Beweis fiir eine Differenzierung 
der beiden Enzymgruppen ausgelegt werden. 


Schlubfolgerungen. 

Die studierten | Enzymsysteme spalten Lecithine  stufenweise ; 
der Abbau wird von verschiedenen zum System gehérenden Enzymen 
folgendermaBen bewerkstelligt. 

Schema: 

| Fettsiure 


B ny | Lysocithin _ > 


Fettsauren 
a Lecithase B 
Lecithin aid | Glycerophosphor- 
sdure-Cholinester —> 
Cholinphosphatase | Cholin 
> 


. . Glyce osphatase Glycerin 
Glycerinphosphorsaure _&!¥cerophosphatase | Orly 


| Phosphorsiiure. 

Damit der vollstandige Abbau erreicht wird, ist natiirlich die Gegen- 
wart simtlicher Enzyme des Systems erforderlich. Eine derartige 
Spaltungsart kommt zweifelsohne in der Natur am hiufigsten vor, 
nicht nur bei Pflanzenenzymen, sondern wahrscheinlich auch bei 
tierischen. (Wir beabsichtigen, mit weiteren Studien und Versuchen 
auf diesen Punkt zuriickzukommen.) 

Das Fehlen der Cholinphosphatase im enzymatischen System 
scheint im allgemeinen eine Charakteristik der Pflanzensamen vor der 
volligen Reifung zu sein. Andererseits ist die Cholinophosphatase 
unter allen Enzymen des Systems zwar dasjenige, das sich am leichtesten 
eliminieren laBt, jedoch auch das wichtigste. Je nach dem reichlichen 
oder sparlichen Vorhandensein, oder auch dem ginzlichen Fehlen 
dieses Enzyms, je nach der mehr oder weniger giinstigen Aziditiit 
des Mediums, kénnen die Verhaltnisse zwischen den Lecithidspalt- 
produkten so verschiedenartig sein, daB bei oberflichlicher Priifung 
im einzelnen Falle geradezu an eine ganz verschiedene enzymatische 
Wirkung gedacht werden kénnte. 

Die Wirkung der Glycerophosphatase steht in direkter Beziehung 
zu jener der Cholinophosphatase; dieses Enzym liefert in der Tat das 
Substrat, an welchem sich die Wirkung der Glycerophosphatase ab- 
spielen kann. Dementsprechend ist es begreiflich, daB in vielen Fallen 
in ein und demselben System ein enges Verhaltnis zwischen der Phos- 
phatasewirkung auf Lecithin und auf Glycerophosphate bestehen kann. 


20* 
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Eine weitere enge Beziehung konnten wir zwischen Gegenwart 
von Cholinophosphatase und = antiberiberischer Wirkung  gewisser 
Enzymextrakte nachweisen. Wir fanden namlich, daB die Heil- und 
Schutzwirkung bei Beriberi bei Extrakten, welche Cholinophosphatase 
iiberhaupt nicht oder zu reichlich enthielten, gleich Null ist, wahrend 
sich die Extrakte mit einer miBigen Menge wirksam zeigten!. Diese 
Beziehung zwischen Heilwirkung bei Taubenberiberi und Vorhanden- 
sein einer weder zu reichlichen noch zu sparlichen Menge Cholino- 
phosphatase, die wir fiir verschiedene Pflanzenextrakte experimentell 
nachweisen konnten, berechtigt uns zu einer Hypothese hinsichtlich 
des Wirkungsmechanismus von Pflanzenextrakten, die beim Beriberi 
des Gefliigels Heilwirkung entfalten kénnen. Wenn man _ namlich 
annimmt, es sei bei der Entstehung des polyneuritischen Krankheits- 
bildes eine Veranderung des Phosphorstoffwechsels im Spiele, so ware 
zu erwarten, daB die genannte Veranderung durch das verschiedene 
Verhalten der Enzyme Phosphatasen beeinfluBt wird, namlich: dab 
bei Gegenwart einer allzu groBen Cholinophosphatasemenge der Cher- 
gang von Lecithiden zur Phosphorséure zu rasch erfolgt, daB hingegen 
bei zu sparlichem Vorhandensein der Cholinophosphatase der Spaltungs- 
prozeB beim Glycerophosphorsaurecholinester unterbrochen wird und 
somit schlieBlich nur bei Gegenwart einer bestimmten Menge Cholino- 
phosphatase dem Organismus Glycerophosphorsaure in dem ent- 
sprechenden Mabe zur Verfiigung gestellt wird, wie es zu einer aktiven 
Schutz- und Heilwirkung bei Taubenpolyneuritis erforderlich ist. 


1 EB. Cuboni, Boll. Ist. Sier. Mil. 12, Nr. 3, 1933. 
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Untersuchungen iiber Urikolyse. I. 


Vorkommen und Eigenschaften der Urikase. 


Von 
Hans Kleinmann und Heinz Bork. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Institutes der Universitat 
Berlin, Charité.) 


(Eingegangen am 25, Februar 1955.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


I. EKinleitung. 


Die Untersuchung der fermentativen Spaltung der Harnsiiure, 
der Urikolyse, bietet nach zwei Richtungen hin Aufgaben, So ist die 
Frage nicht entschieden, ob ein fermentativer Harnsaéureabbau nur 


dureh tierische, nicht auch durch menschliche Gewebe erzielbar ist. # 


Des weiteren ist die Art bzw, der Weg, in der Harnsiure durch tierische 
Urikase abgebaut wird, nahezu unbekannt. 

In der vorliegenden Untersuchungsreihe wird beiden Fragen nach- 
gegangen. Es sei als wesentliches Ergebnis vorweggenommen, da es 
nicht méglich war, in verschiedenartigen menschlichen Geweben bzw. 
in Kombinationen derselben urikolytisches Ferment nachzuweisen. 
Diese Befunde sprechen gegen eine Urikolyse im menschlichen Koérper. 

Die Urikolyse durch Urikase aus tierischen Geweben wurde studiert : 
ihre Bedingungen (Aktivierung, Hemmangen usw.) wurden dargestellt. 
Auch Beispiele fiir die vielleicht ahnliche Harnsaurespaltung durch 
Schwermetallionen werden gegeben. 

Des weiteren wird gezeigt, daB es méglich ist, Urikase weitgehend 
zu reinigen. Mit gereinigten Praparaten wird Harnsiure quantitativ 
aufgespalten. Die ohne weitere chemische Eingriffe gewonnenen 
Spaltprodukte werden dargestellt und quantitativ bestimmt. — Es 
gelingt, zu einer Darstellung der Endprodukte der fermentativen 
Harnsdureoxydation und zu einem Bilde des Oxydationsweges durch 
das Ferment zu gelangen. 
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II. Methodik. 


1. Gewinnung des Enzymmaterials. 

Als Fermentmaterial wurde Trockenpulver aus tierischen Organen 
angewandt. Es wurde fiir fast alle Versuche iiber Urikase Trockenpulver 
aus Schweineleber verwendet. Bei Verwendung anderer Organe war 
die Verarbeitung gleichartig. Es wurden stets vollkommen = schlacht- 
frische Organe benutzt. Diese wurden gemma der Methode von Willstdtter 
und Waldschmidt-Leitz (1) zur Herstellung von Organtrockenpulvern ver- 
arbeitet. AuBer dem Trockenpulver selbst wurden auch Extrakte als 
Fermentpraparat angewendet. Die Extrakte wurden durch Behandlung 
des Trockenpulvers mit physiologischer Kochsalzlésung hergestellt. Hierzu 
wurde Organpulver mit physiologischer Kochsalzlésung !/, Stunde bei 37° 
digeriert und filtriert. Es wurden Extrakte entsprechend 300 bis 2000 mg 
Leberpulver pro 10cem Lésung verwendet. Die stark eiweiBhaltigen 
Rohextrakte wurden stets nur frisch nach Bereitung gebraucht. AuBer 
diesen beiden Fermentformen kamen auch gereinigte Ferment praparate 
(Eluate I und II) zur Anwendung, worauf spater eingegangen wird. 


2. Fermentansatz. 


Zur Spaltung wurde Harnsaure, gelést als Lithiumurat, verwendet. 
Es wurden fiir die tiblichen Ansatze 20 mg Harnsaure (entsprechend 20 ccm 
einer Harnsiurelésung von Ig Harnsaéure + 0,6 g Lithiumcarbonat zu 
1000 cem) angewendet. Die Harnsaurel6sung wird mit n/10 NaOH bzw. 
n/10 HCl nahezu auf den fiir die: Spaltung gewiinschten py gebracht und 


die Aziditaét dann genau durch Zugabe von Boratpuffer 0,2 molar der ge- 
winschten Aziditaét eingestellt. Fiir 20mg Harnsdure werden 10 cem 
Boratpuffer 0,2 molar verwendet. 

Fiir eine Reihe von Versuchen ist es notwendig, im ungepufferten 
System zu arbeiten; da bei fehlender Pufferung die Ansitze durch Ent- 
wicklung von ('O, bzw. eines sauer reagierenden Zwischenproduktes deutlich 
sauer werden, ist es zur Aufrechterhaltung gleicher Spaltaziditat notwendig, 
die Ansatze fortlaufend durch Lauge abzustumpfen. 

Als Ferment wird Trockenpulver bzw. Extrakt oder Eluat zum Ansatz 
gefiigt. Zur Aufspaltung von 20 mg Harnsaure in 24 Stunden bei O,-Durch- 
strémung werden etwa 300 mg Schweinelebertrockenpulver bzw. 10 cem 
eines Extraktes von 600mg in 10cem benétigt. An Stelle der Extrakte 
kénnen auch gereinigte Urikaselésungen angewendet werden. Nach Ferment - 
zugabe wird der Ansatz auf ein bestimmtes Volumen (70 ccm) gebracht und 
mit einigen Tropfen Toluol versetzt. Als AnsatzgefiBe eignen sich am 
besten MeBzylinder. Die Spaltung geht bei 37° im Thermostaten vor sich. 
Bei Anwendung von Trockenpulver oder Extrakt geht die Spaltung 
ohne Sauerstoffdurchstr6mung vor sich, doch wird sie durch dieselbe 
beschleunigt. Bei Anwendung gereinigter Praparate ist fast immer O,-Durch- 
strémung notwendig. Hierzu wird ein MeBzylinder mit doppelt durch- 
bohrtem Stopfen mit langem Ein- und kurzem Ableitungsrohr versehen. 
Der Sauerstoff wird aus einer Bombe entnommen und vor Eintritt in das 
ReaktionsgefaB mit Natronlauge gewaschen. Die Durchstr6mungsgeschwin- 
digkeit betrigt eine bis drei Blasen pro Sekunde. 

Fiir die Abnahmen wiahrend der Fermentspaltung werden dem Ansatz 
in bestimmten Zeitabschnitten nach sorgfaltiger Durchmischung aliquote 
Mengen (z. B. 7cem) entnommen. Die Nullabnahme erfolgt entweder 





Urikolyse. I. 305 


sofort nach Bereitung des Ansatzes, oder sie kann, was wegen der eventuellen 
Fermentwirkung aut die Nullabnahme vorzuziehen ist, durch die ent 
sprechende Harnsauremenge aus der reinen Lithiumuratlésung ersetzt 
werden. Eine Harnsiurevermehrung durch das Leberpraparat selbst spielt 
praktisch keine Rolle. 

Nach Beendigung der Spaltung werden die Ansatze mit Organtrocken 
pulver als Ferment von diesem abfiltriert. Wird Trockenpulver nicht 
benutzt, so fallt die Filtration fort. Ein aliquoter Teil des Filtrates wird 
nach Folin enteiweibt (z. B. 7,0 cem Filtrat, 49 cem H,O, 7,0 cem 10 ° ig. 
Natriumwolframat, 7,0cem 7/,;n H,SO,4, Gesamtvolumen 70 cem). Bei 
Anwendung der eiweibfreien Eluate fallt EnteiweiBung fort. 

Ein aliquoter Teil des enteiweibten Filtrates, z. B. 7.0 cem (bzw. be) 
Anwendung von Eluaten ein entsprechender Teil des Ansatzes), wird aut 
50 cem verdiinnt. Bei Anwendung des nicht enteiweibten Ansatzes selbst 
werden 7.0 cem auf 500cem verdtinnt. Die Verdiinnung wird immer so 
gewahlt, dab endgiltig bei der Analyse in 5,0 ccm zu analysierender Losuny 
nicht mehr als 0,02 mg Harnsiure vorliegen. Diese 5,0 cem werden ent 
sprechend der Harnsaéurebestimmungsmethode nach Folin- Benedict (2) 
analysiert. Als Vergleichslésung diente stets eine Harnsiiureldsung von 
einem Gehalt von 0,02 mg Harnsaéure in 5,0cem. In denjenigen Fallen, 
in denen die Versuchsl6sung zur EnteiweiBung schwefelsauer gemacht 
wurde, wurde auch die Vergleichslésung mit der entsprechenden Menge 
H,SO, versetzt. Zur Kolorimetrie diente ein Prazisions-Duboseq-Kolorimeter 
von Schmidt d& Haensch. 

Im folgenden werden fiir einige verschiedene Arbeitsformen Beispiele 
gegeben, auf die bei den entsprechenden Versuchen stets verwiesen wird. 


Beispiel 1. 

Harnsaurespaltung mit Organtrockenpulver ohne O,-Durchstrémung. 
PH 8.85. 20ccem Harnsaurelésung (enthaltend 20 mg Harnsiéure, geloést 
als Lithiumurat) + 1,0cem n/10 NaOH — 10,0 cem 0,2 molar Borat puffer 
(Px 8,85) + 300mg Organtrockenpulver — Wasser zu 70 cem. Filtration. 

Entnahme: 7,0 cem + 49 cem H,O — 7,0 cem 10° ig. Natrium- 
wolframat + 7,0 cem */,n H,SQO,. Filtration: 7,0cem Filtrat, aufgefiillt 
zu 50cem in MeBk6lbchen. 5,0cem der Lésung werden zur Analyse 
entnommen und nach Folin kolorimetrisch gemessen. 


Beispiel 2. 
Harnsaurespaltung mit Organextrakt ohne O,-DurchstrOmung. py 
8.85. 20cem Harnsaurelésung (enthaltend 20 mg Harnsaure gelost als 
Lithiumurat) + 10ecem n/10 NaOH + 10,0cem 0,2 molar Borat puffer 
(pu 8,85) + 10,0cem Extrakt — Wasser zu 70 ccm. 
Entnahme: 7,0 cem enteiweiBbt und verarbeitet wie bei 1. 


Beispiel » 

Harnsaurespaltung mit Eluat unter O,-Durchstr6mung. py — 8,85. 
20cem Harnsdurelésung (enthaltend 20 mg Harnséure) — 1.0cem mn 10 
NaOH + 10,0 cem 0,2 molar Boratputfer (py 8,85) + 10,.0cem Eluat, 
Wasser zu 70 ccm. 

Entnahme: 3,5 cem verdiinnt auf 250 cem. 5,0 cem hiervon werden zur 
Analyse verwendet. 
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Beispiel 4. 

Harnsaurespaltung mit Organtrockenpulver ohne O,-Durchstr6mung 
hei pr 10,03. Genau wie Beispiel 1 mit der Anderung. da statt 1.0 cem 
n 10 NaOH 3,5 cem n/10 NaOH verwendet werden. 

Beispiel 5. 


Harnsaéurespaltung mit Organtrockenpulver im ungepufferten System. 


PH 8.85. 20cem Harnsaurel6sung (enthaltend 20 mg Harnsaure geldst 
als Lithiumurat) + 1,0 ccm NaQH — 300 mg Organtrockenpulver — Wasse1 


zu 70 cem. 
Zusatz zum Ansatz nach 2 Stunden: 1.0cem n/10 NaOH 


= , ‘i . 4 fe LO .. n/l0 NaOH 
is i a ; 6 - 15 . n/l0O NaOH 
es - - , 24 = 20 ,, n/l0 NaOH 
Auffiillen mit Wasser zu 80 cem, Filtration. 
Entnahme: 8,0cem Filtrat + 56ccm Wasser — 8.0cem 10% ig. 
Natriumwolframat + 8,0cem 7/,n H,SQ,. Filtration: 8,0ccm Filtrat, 


aufgefillt zu 50cem in MeBkélbchen. 5,0cem der Lésung werden zur 
Analyse entnommen und nach Folin kolorimetrisch gemessen. 

Bet pa = 10,03. Hinsichtlich Anwendung von 600 mg Leberpulver 
bzw. einer Spaltung bei py = 10,03 mit 300 oder 600 mg Leberpulver wird 
die zur px-Einhaltung gegebenen Natronlaugenmenge geandert. Verar- 
beitung sonst wie vorangehend. 


3. Versuche zur Methodik. 
a) Priifung der Methodik bei Anwendung reiner Harnsaurelésung. 


Die fiir alle folgenden Versuche angewandte Folinsche Bestimmungs- 
methode wurde hinsichtlich ihrer Genauigkeit wie folgt gepriift. Es wurde 
eine Serie von Harnsaurelésungen, absteigend von 0.02 mg um 20°,, an- 
gesetzt und gegen eine 100° ige Harnsaurelésung nach Folin (2) bestimmt. 
Die theoretische Kurve und die tatsachlich gefundenen Punkte entsprechen 
sich fast genau. Der Fehler der Analyse braucht nicht | bis 2% zu tiber- 
steigen. Bei Anwendung reinster Reagenzien ist der Blindwert der Methode 
praktisch Null. Wesentlich hierfiir ist die Reinheit des Natriumcyanids. 
Wir empfehlen das Praparat von Merck. Anwendung eines Prazisions- 
kolorimeters ist erforderlich, Anwendung von Griinfilter ratsam. 


b) Priifung der Methodik im Gesamtansatz bei variiertem pg. 

Zur Priifung der Methode in ihrer Gesamtdurchfitihrung wurden An- 
sitze von 10 bis 20 mg Harnsaéure entsprechend Beispiel 1 bei px 7,25, 
9,08, 9,53 und 10,53 angestellt. Der Versuch zeigt, da das Verhaltnis det 
Harnsduremengen gegeneinander bei den Endanalysen exakt bei allen 
untersuchten Aziditaten wiedergefunden wurde. 

Des weiteren wurde untersucht, ob eine hohe Alkalitat des Mediums 
allein ohne Ferment hydrolytisch Harnsaure abbaut [wie neuerdings von 

?osenthal (3) behauptet J. 

Der Versuch zeigt, daB unter den von uns angewandten Bedingungen. 
d.h. auch im Sauerstoffstrom selbst bei einem px von 12,5, Harnsaure 
nicht angegriffen wird. Ebenso verhalten sich Ansatze mit abgekochtem 
Leberpulver oder Extrakten. Alle Umsatze sind daher allein auf Ferment- 
wirkung zu beziehen. 
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If. Vorkommen der Urikase. 
1. Untersuchung tierischer Gewebe. 

Die Priifung tierischer Gewebe hinsichtlich ihrer urikolytischen 
Wirksamkeit ist Gegenstand zahlreicher Untersuchungen gewesen. Es 
sei auf die Zusammenstellung bei Oppenheimer (11) hingewiesen. Danach 
kommt das Ferment bei allen Saugetieren, mit Ausnahme des Menschen 
und des Menschenaffen, vor: die Fahigkeit der Organe, Harnsaure 
abzubauen, ist bei derselben Tierart eine ungleiche und bei gleichen 
Organen verschiedener Tierarten ebenfalls unterschiedlich. In manchen 
Organen einzelner Tierarten soll das Ferment vollkommen_ fehlen. 

Da von uns fast immer mit Urikase aus Schweineleber gearbeitet 
wurde, sind vergleichsweise auch andere Organe des Schweines_ hin- 
sichtlich ihres Urikasegehaltes gepriift worden. Die Organe wurden 
stets schlachtfrisch bezogen und ebenso, wie unter Fermentgewinnung 
beschrieben, zu Trockenpulver verarbeitet. 

Von Organen des Schweines werden Leber, Niere, Milz, Pankreas, 
Galle, sowie Insulin, das ja aus Schweinepankreas gewonnen wird, 
gepriift. Von Organen anderer Tierart wurden nur Leucocyten aus 
Pferdeblut herangezogen. Diese Leucocyten wurden nach der Methode 
von Szilard (4) gewonnen. 

Die Fermentansatze wurden derart angestellt, daB als Ferment Extrakte 
aus den Trockenpulvern entsprechend 300 mg Trockenpulver verwendet 
wurden. Von Insulin und Galle wurden je 10,0 cem verwendet, von det 
Leucocytensuspension 5,0 cem 10g Leucocyten. Ein Beispiel fiir die 
genannten Versuche gibt Protokoll 39. Die Spaltung erfolgte 24 Stunden 
bei 37° unter Durchleitung eines langsamen Sauerstoffstromes. Die Um- 
satze wurden an den beiden Optima der Aziditaétsoptimumskurve, d. h. bet 
PH 8.85 und 10,03 gemessen. Es wurden stets Kontrollen mit ab- 
gekochtem Ferment angestellt. 

AuBer der Priifung mit frischen Organen wurde auch eine Schweine 
leber auf ihren Fermentgehalt untersucht, die mehrere Tage an der 
Luft liegengelassen wurde. Es sollte in diesem Versuch die Empfindlich- 
keit der Urikase bei der Lagerung in Organen gepriift werden. Ware 
es doch denkbar, daB die zahlreichen Untersuchungen mit menschlichen 
Organen infolge einer vielleicht hochgradigen Zerstérbarkeit des 
Ferments im Organ nach dem Tode zu negativen Ergebnissen gefiihrt 
hatten, 

Eine Zusammenstellung der verschiedenen Untersuchungen ergibt 
Tabelle I. Sie zeigt mit der Einschrankung, daB ein 100° iger, bzw. 
nahezu 100°,iger Umsatz kein vergleichendes MaB’ mehr darstellt, 
doch ein ungefahres Bild der in den verschiedenen Organen vorhandenen 
Fermentmenge, da die Versuche unter vollig gleichen Bedingungen 
angestellt wurden. 
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Tabelle I. 
Harnsiiureabbau in © , 
Tierisches Organ Pu 8.5 Pu = 1008 

Schweineleber (frisch verarb.) . . . 109.0 100.9 
Schweineleber (nicht friseh verarb.) . 87,5 89.4 
Schweinemilz . . .. . ye ee 80.0 $3.0 
Schweineniere .......... 75,8 80.5 
Schweinepankreas . ee ee 81,5 85,3 
DNS GS drs oe ones ea 0.0 0,0 
Schweinegalle. . . . RE Es, if oe 84.4 SS, 1 
Pferde-Leucocyten. . . ...... 46.9 


Aus der Tabelle I geht hervor, daB, mit Ausnahme des Insulins, 
simtliche untersuchten Schweineorgane eine starke Urikolyse —be- 
wirken. Auch Pferdeleucocyten waren urikolytisch wirksam. — Ins- 


besondere aber zeigt die Tabelle, daB ein dreitagiges Liegenlassen der 


Schweineleber an der Luft bei Zimmertemperatur nicht zu einer Zer- 
stérung der Urikase fiihrt. 


2, Untersuchung menschlicher Gewebe. 


Menschliche Gewebe sind des é6fteren auf ihre urikolytische Fahig- 
keit gepriift worden; hinsichtlich der Literatur sei auf die Cbersicht 
in der Arbeit von Folin, Berglund und Derick (5) verwiesen.  Ob- 
gleich die meisten Untersucher eine Urikolyse durch menschliche 
Gewebe ablehnen, ist diese Frage zur Zeit noch nicht endgiiltig ent- 
schieden. 

Es werden daher im folgenden méglichst verschiedene menschliche 
Gewebstypen auf ihren Gehalt an Urikase gepriift. Des weiteren wird 
versucht, Kombinationen verschiedener Gewebsextrakte zu unter- 
suchen, wie z. B. Niere und Blut, Leber und Milz, da die Versuche von 
Folin und Mitarbeitern (5) auch an das Vorhandensein eines Co-Ferments 
denken lassen. Die Organe wurden spitestens 5 bis 6 Stunden nach dem 
Tode entnommen. Es wurden nur pathologisch unveranderte Organe 
verwandt. Trockenpulverherstellung geschah gemaB II, 1 *. 

Die Priifung von menschlicher Leber, die bei Analogie mit 
tierischer am meisten Fermente enthalten miibte, zeigt, da Urikase 
nicht nachweisbar ist. 


* Anmerkung. Die meisten Versuche werden im experimentellen Teil 
wegen Raummangel nicht belegt. Es werden nur typische Beispiele an- 
g ; 
gefiihrt. 
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Die (im Hinblick auf die Ahnlichkeit der Urikase mit Metall- 
katalyse) untersuchte kupferreiche Foetleber zeigte ebenfalls keine 
Urikase. 


In ahnlicher Weise werden menschliche Niere, Milz, Pankreas 
sowie Galle untersucht. Alle diese Versuche ergeben, da in 
diesen Organen kein Ferment vorhanden ist, welches auf Harnsiure 
einwirkt. 


Kiner Vermutung Folins (5) folgend, wurde menschliches Frischblut 
untersucht. 15,0 cem Blut werden aus der Armvene entnommen, durch 
Schiitteln defibriniert und mit 1,0 cem Harnsadurel6sung (enthaltend 
10mg Harnsiure gelést als Lithiumurat) versetzt und 24 Stunden 
bei 37° unter O,-Durchstr6mung belassen. Von der Harnsaurebestim- 
mung wird der vorher festgestellte Eigenharnsiurewert des Blutes in 
Abzug gebracht. Der Versuch zeigt, daB eine Urikolyse nicht statt- 
gefunden hat. 


Da Blut vielleicht in Kombination mit Geweben urikolytische 
Fahigkeit gewinnen konnte, wurden Kombinationen von Menschenleber 
Menschenblut sowie Menschenleber + Menschenserum geprift. Auch 
Menschenniere — Menschenblut wurde untersucht. Keiner der Versuche 
ergab irgendeine Urikolyse. Auch ein Gemenge von menschlicher 
Leber und menschlicher Milz, sowie ein Gemenge von menschlicher 
Leber und menschlicher Niere zeigte keinen EinfluB auf Harnsiure. 
Nunmehr wurden menschtiche Leucocyten untersucht. Dieselben wurden 
nach Szilard hergestellt. Auch mit Leucocyten ergab sich keine 
Urikolyse. 


Weitere Versuche werden mit einem Pulver aus menschlichen 
Gelenkknorpeln angestellt. Dieselben werden im Vakuum getrocknet 
und im Morser fein zerrieben. Das erzielte Ergebnis ist negativ. 
Ebenso negativ verliuft ein Spaltversuch mit menschlichem Muskel- 
gewebe. Dasselbe wird mit Sand im Morser fein zerrieben, mit 
physiologischer Kochsalzlésung gewaschen, mehrere Stunden extrahiert 
und darauf filtriert. Der so gewonnene Extrakt wird auf Harnsiéure 
zum Einwirken gebracht. 


Da es méglich war, daB Urikase in menschlichen Geweben vielleicht 
fester verankert ist als in tierischen, wurden sowohl saure wie alkalische 
Extrakte aus Menschenleber untersucht (Extrakte mit 1°,iger prim. 
und see. Natriumphosphatlésung). Auch diese Behandlung der Leber 
deckte keine Urikase auf. 


Die Ergebnisse dieser Versuche zeigt zusammengestellt die Ta- 


belle II. 
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Tabelle LI. 





Harnsiiureabbau in ° 


Organ — —_——____— 
Pu = 3,89 PH = 10,03 


Menschenleberpulver ; 
Menschenleber + Menschenserum 
Menschenleber + Menschenblut 
Menschenleber (Kind 22 Std. alt) . 
Saurer Menschenleberextrakt . 
Alkalischer Menschenleberextrakt . 
Menschenblut . 

Menschenniere Ce see ee 
Menschliche Niere +4 “Menschenblut Para? in igen oe 0% 
Menschliche Milz . ee 

Menschliche Pankreas 

Menschliche Galle . : 
Menschliche Gelenkknorpel . 
Menschliches Muskelgewebe 

Menschliche Leucocyten — — 
Menschliche Leber + Menschliche Niere 
Menschliche Leber + Menschliche Milz 





Diese Befunde stiitzen die Anschauung, daB Urikase in mensch- 


lichen Geweben fehlt und der menschliche Organismus nicht imstande 


ist. Harnsiure weiter abzubauen. 


IV. Versuche tiber Reaktionsbedingungen. 
a) EinfluB des Sauerstoffs. 
Von friiheren Untersuchern (6) (7) war behauptet, daB die Urikolyse 
an Gegenwart von O, gekniipft ist. Es wird die Frage wie folgt geprift : 
Als Fermentlésung wird Schweineleberextrakt verwendet. Alle 
Lésungen und alle Wasserzusitze, die fiir die Ansatze verwendet werden, 
werden durch Kochen von Luft befreit. Es werden 
zwei Ansatze bei pu 8,85 und 10,03 angesetzt und 
mit fliissigem Paraffin iiberschichtet. Spaltzeit 





30 
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hung in % 
Ss 

















Rao 5 on ve rare 


ad eer 24 Stunden. 

© ° , : . ° 
Sw “Ohne Wie der Versuch lehrt, tritt unter diesen Bedin- 
be] m1 - «se . . * 

§ Church) gungen iiberhaupt keine Oxydation der Harnsiure 
8 


@ 7 2 5 ein. Demgegeniiber zeigt Versuch 24 die Aktivie- 

Spa/tze/t in Stunden nt ag ‘ + . 

soaps rungsgréBe durch Sauerstoffdurchstrémung. — Es 

ADD. . . e . ~ 2 ; 

werden zwei Ansatze bei pu 8,85 vergleichend mit 

und ohne O,-Durchstr6mung behandelt. Der Versuch lehrt, daB bei 

Sauerstoffdurchstr6mung eine Zunahme der Spaltgeschwindigkeit von 
etwa 100°, erfolgt, siehe Abb. 1. 


b) px-Optimumskurve. 
Felix, Scheel und Schuler (7) haben zwei Optima der Urikolyse 
festgestellt (px 8,85 und 10,0). Es soll beim ersten Optimum vorziiglich 
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eine Oxydation, beim zweiten hauptsachlich cine Decarboxylierung vor 
sich gehen, wobei jedoch eine absolute Trennung beider Vorgange nicht 
moglich ist. Des weiteren zeigten sie, daB bei bestimmter Versuchs- 
anordnung | Mol Harnsaure 1 Mol O, aufnimmt und | Mol CO, abgibt. 

Diesem Befund steht die Angabe von Kishun Ro (8) gegeniiber, 
daB nur ein einziges Wirkungsoptimum bei py = 9,3 besteht. Der 
Verlauf der Aziditéts-Optimumskurve wird daher von uns gepriift. 

Versuch 8 gibt eine Priifung der Aziditaéts-Optimumskurve bei 
Anwendung von Leberpulver 





und von Leberextrakt. Die a | en ee fe a 3 ‘i 
Versuche werden wiedergegeben — ~ v| | 7 
durch Abb. 2. wl “lS 

~ | a“ 

Beide Versuche zeigen, dab S| A | 
bei neutraler Reaktion die & | Pal 
Harnsiurespaltung gering ist, 5 °| / JRE PEL AE © 
mit steigendem px langsam an- § ?| --~Leberpuver 
steigt, um ein erstes Maximum ie had a ee ee ee Cee 
bei pu etwa 8,85 zu erreichen. ve 
Hierauf sinkt die NSpaltung, ney ; 


um bei weitersteigender Alkali- 

tit ein zweites Wirkungsoptimum bei etwa py 10,0 aufzuweisen. 
Noch weiter nach der alkalischen Seite sinkt die Urikasewirkung 
jah. Die Versuche ergeben also eine Bestatigung der Befunde von 
Felix, Scheel und Schuler (7). 

Das erste Optimum kénnte nun allein durch fermentativen Eingriff 
bedingt sein und das zweite Optimum auf einer sekundaren Reaktion 
des bei px 8,85 enthaltenen Spaltproduktes bei der hohen OH-Ionen- 
konzentration beruhen. Es wurde daher eine Spaltung mit Schweine- 
lebertrockenpulver bei pu 8,85 iiber 4 Stunden im Sauerstoffstrom aus- 
gefiihrt. Hierauf wurde vom Leberpulver abfiltriert, zur Zerstérung 
des Ferments gekocht, verdampftes Wasser erganzt, eine Probe ent- 
eiweiBt und auf Harnsiure analysiert. Der restliche Ansatz wurde 
auf px 10,03 gebracht und weiter 20 Stunden bei 37° unter O,-Durch- 
strémung belassen. 

Die Spaltung nach 4 Stunden bei px 8,85 von etwa 64°, ging 
bei pu 10,03 nicht weiter. Hiermit ist bewiesen, daB die Harnsaure- 
spaltung beim zweiten Wirkungsoptimum ebenfalls fermentativ ist. 
Auch hier bestatigen wir die Angaben von Felix, Scheel und Schuler (7). 


c) Umsatz und Fermentmenge. 


Zur Priifung der Beziehungen von Umsatz und Fermentmenge bei 
den beiden Wirkungsoptima wurden sowohl bei py 8,85 als auch bei 
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pu 10,03 je drei Spaltansitze angéstellt, deren Fermentmenge sich 
wie 1:2:3 verhielten. Die Versucke wurden mit Leberextrakt tiber 
6 Stunden unter Sauerstoffdurchstrémung angestellt.(Protokoll 164) 

Abb. 3 zeigt den Versuch des Protokolls 164. 
Es ergibt sich, daB die Umsatze nicht 
fermentmengenverhaltnis, im Verhaltnis der Fermentmengen steigen, 
si tis yr sondern hinter ihnen zuriickbleiben. Setat 
ia man die Fermentmengen F in Beziehung 
zu den Umsiatzen x entsprechend der 





z : 
Schiitzschen Regel p EF’ so findet man 


eine recht annehmbare Ubereinstimmung. 
Benutzt man die Abb. 3 zur Analyse 
der Reaktionsform, so sieht man, da 
die Urikolyse formal in recht guter Uber- 
einstimmung mit dem Verlauf einer mono- 
molekularen Reaktion erfolgt. 








Spaltzeit in Stunden 
Abb. 3. 


d) Harnsdurefermentverbindung. 


Die Frage der Substrat-Fermentbindung ist am Beispiel der 
Harnsiure besonders gut studierbar. Harnsdure ist eines der 
wenigen Substrate, das durch einfachen chemischen Eingriff (An- 
siuerung) ausfillbar ist und bei der Fallung das Ferment  bindet. 
Es wurde beobachtet, da die Ausfaillung der Harnséure  vollig 
kristallin erfolgt. 

Als Versuch werden zwei Ansaitze zur Harnsdurespaltung bei 
pu = 8,85 und 10,03 angesetzt. Als Ferment wird eine gereinigte 
Urikaselésung (siehe Mitteilung I), Eluat Il, verwendet. Die An- 
sitze werden unmittelbar nach ihrer Herstellung mit ein paar Tropfen 
HCl angesiuert. Die abzentrifugierten Niederschlige werden mit je 
2,0 cem 0,1 nNaOH gelést, mit 0,1 n HCl bzw. NaOH wieder auf 
px 8,85 und 10,03 gebracht und mit den betreffenden Boratpuffern 
versetzt. Die auf ein bestimmtes Volumen aufgefillten Ansitze 
werden bei 37" 24 Stunden gehalten. Sie zeigen einen starken Harn- 
siureabbau (41.2 und 75°,,). 

Wie in der Arbeit II im einzelnen gezeigt, wird das Ferment in 
gereinigten Fermentlésungen durch Anséiuern nicht niedergeschlagen. 
Daher ergibt sich aus obigem Versuch, daB das urikolytische Ferment 
durch Ansaéuern zusammen mit der Harnsiure zur Ausfallung gebracht 
wurde. Es bildet sich also eine Harnsaure-Urikaseverbindung, die 
praparativ dargestellt werden kann. 
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V. Hemmung der Urikolyse. 
a) Einwirken von Schwefelwasserstoff und Natriumeyanid. 

Es werden Versuche tiber die Einwirkung von Schwefelwasserstoff 
und Natriumeyanid auf die Urikolyse gegeben. Die Versuchsanordnung 
war die folgende: Es wurden Versuche sowohl bei px 8.85 wie auch 
bei pu 10,03 angesetzt. Vor Fermentzugabe wurde ein Teil des Leber- 
extraktes mit Schwefelwasserstoff gesittigt (etwa JO Minuten lang). 
Der leicht dunkel gefirbte Leberextrakt wurde geteilt, und die eine 
Halfte scharf zentrifugiert (5 Minuten). Es lassen sich Spuren Nieder- 
schlag abzentrifugieren. Nunmehr wurden die Ansitze mit dem un- 
behandelten Leberextrakt, mit dem mit H,S behandelten, nicht zentri- 
fugierten und mit dem mit H,S behandelten zentrifugierten angesetzt. 
Wie der Versuch 29 lehrt, erfolgt allein durch die Behandlung mit 
Schwefelwasserstoff eine starke Hemmung (etwa 50°,), und zwar 
bei beiden Optima. Zentrifugiert man aber die mit H,S behandelten 
Extrakte und benutzt die Restlésung, so findet tiberhaupt keine Spaltung 
mehr statt. 

Benutzt man als Fermentlésung gereinigte Priaparate (Eluat I), 
so ergibt sich analoges Verhalten wie beschrieben. 

Weitere Versuche verwenden statt H,S Natriumeyanid, und 
zwar werden sowohl bei po 8,85 wie bei pu 10,03 Spaltungen an- 


gesetzt. Es werden 10 ccm Leberextrakt, sowie 10 cem Eluat LI mit 
je 100 mg Natriumeyanid versetzt. Bei Zusatz des Natriumeyanids 
unterbleibt stets jedwede Urikolyse. 


Diese Versuche legen es nahe, die Urikolyse als eine Katalyse 
durch Schwermetallverbindungen aufzufassen, da nach Fallung des 
Metalles durch H,S und Zentrifugierung bzw. nach Natriumeyanid- 
zusatz jedwede Harnsaurespaltung unterbleibt. 


b) EinfluB der Spaltprodukte auf die Urikolyse. 


Im folgenden wird der EinfluB der Spaltprodukte auf die Urikolyse 
gepriift. Zunachst wird die Einwirkung von Allantoin gepriift, da 
nach den bisherigen Vorstellungen Harnsdiure quantitativ in Allantoin 
iibergeht. Es werden daher dem Spaltansatz aquimolekulare Allantoin- 
mengen von vornherein zugesetzt; die Spaltung wird gegen solche ohne 
Allantoin bei px 8,85 und J0,03 verglichen. Der Versuch zeigt, dah 
Allantoin keine Hemmung bewirkt. Dieser Versuch bestitigt die An- 
gabe von Grynberg (9), daB sogar gesittigte Allantoinmengen nicht 
hemmen. 

In einem weiteren Versuch wird die Einwirkung einer Mischung 
von Allantoin, Harnstoff und Oxalsiure in Mengen, wie sie bei der 
spater beschriebenen quantitativen Aufarbeitung erhalten wurden, 
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auf den urikolytischen Abbau der Harnsaéure untersucht. Die Versuche 
werden bei px 38,85 angestellt. 

Versuch 168 zeigt, dab auch ein Zusatz von Ailantoin, Harnstoff 
und Oxalsdiure in den Mengen, wie sie bei quantitativer Aufarbeitung 
erhalten werden, in keiner Weise auf den Harnsaureabbau einwirken. 

Da es sich aber bei diesen Spaltprodukten um Endprodukte handelt 
und eventuelle Zwischenkérper nicht mehr beriicksichtigt werden, wird 
im Versuch 173 als Hemmungskorper ein gerade aufgespaltener Harn- 
siureansatz selbst benutzt. Hierzu werden je zwei Ansatze mit der 
doppelten Harnsiuremenge wie tiblich (40 mg) bei pa = 8,85 und 10,03 
gerade vollig aufgespalten; das Ferment wird durch Kochen unwirksam 
gemacht, verdampftes Wasser erginzt und je eine Halfte der Ansatze 
mit den Abbauprodukten einem neuen Normalansatz (20 mg) zugesetzt. 
Die Spaltung dieser spaltprodukthaltigen Ansatze wird mit normalen 
Ansatzen verglichen, doch ist vorgesehen, daB der Salzgehalt der ver- 
glichenen Systeme (Pufferkonzentration) gleich ist. 

In Vorversuchen war zunichst festgestellt worden, daB die Spalt- 
produkte selbst keinen EinfluB auf die Harnsdurebestimmung ausiiben. 

Wie Versuch 173 zeigt, iben auch in dieser Versuchsanordnung die 
Spaltprodukte keine Hemmung auf die Urikolyse aus. 


VI. Urikolyse durch Metallverbindungen. 

Da die Versuche tiber Fermenthemmung mit H,S und HCN auf 
die Moglichkeit einer Metallverbindungs-katalyse hinwiesen, wurde 
der an sich bekannten Beobachtung (10) nachgegangen, Harnsaure durch 
Schwermetallionen zu spalten. Es wurden Versuche mit Kupfersulfat, 
wie auch mit Ferrocyankalium und Ferrosulfat angestellt. Es gelingt, 
mit allen drei Praiparaten eine teilweise Aufspaltung der Harnsiure 
zu erzielen. 

Versuch 140 zeigt Versuche mit Harnsdureansiatzen bei pu — 8,85 
und 10,03 unter Anwendung von 10,0 cem 1°, ig. Kupfersulfatlésung 
als Fermentlésung. Es bildet sich bei Anwesenheit so hoher Kupfer- 
mengen (100 mg) ein Niederschlag von Kupferhydroxyd in den An- 
sitzen. Derselbe adsorbiert aber nicht Harnsaéure (wodurch eine Spaltung 
vorgetauscht werden kénnte), was durch Kontrollen unmittelbar nach 
Zugabe der Kupferlésung gepriift wurde. Bei 24 Stunden im Sauerstoff- 
strom zeigte sich eine Harnsaurespaltung bis zu 80°). 

Weitere Versuche (144) zeigten nun, daB die Kupferkatalyse sich 
von der Fermentkatalyse dadurch unterscheidet, daB sie durch Sauer- 
stoffdurchleitung nicht aktiviert wird. Der Versuch zeigt gleichzeitig, 
daB es bei Anwendung geringer Kupfermengen (20 mg Kupfersulfat) 
gelingt, eine allmahliche Aufspaltung der Harnsaure tiber einen meb- 
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baren Zeitraum, also eine Kinetik der Kupferkatalvse, zu geben. Der 
Versuch 144 wird wiedergegeben durch Abb. 4 und zeigt eine Harnsiure- 
spaltung durch Kupfer tiber 60 Minuten mit einem 









Gesamtumsatz von 50°. Harnsaure. > | 
DaB es sich hierbei um eine echte Oxydation = 
handelt (und nicht etwa um eine Bildung einer S43 
Cu-Harnsaureverbindung, die eventuell nicht mehr 5 
reduzierbar ist) geht daraus hervor, daB sich auch S omit O 
bei der Kupferkatalyse der Harnsaiure CO,  bildet. 8 mag | 
Auch bei Versuchen mit  Ferrosulfat und — @ a 7a wo 
Ferrocyankalium, je 10,0 cem 1° ige Lésungen, ae heel 
d 1B 4 


werden Harnséurespaltungen erhalten. (Nach 24 Std. 
bei px 8,85 und 10,03 etwa 29°,). Die in den Ansitzen entstehenden 
geringen Niederschlige wirken nicht adsorptiv auf Harnsaure. 


VII. Ausziige aus dem experimentellen Teil. 
39. Spaltversuch mit tierischer Milz. 

Fermentmaterial. Milzextrakt, hergestellt aus Schweinemilztrocken- 
pulver mit Hilfe von physiologischer Kochsalzlésung (10 cem Extrakt ent- 
sprechen 300 mg Trockenpulver). 

Ansdtze. Siehe Methodik. Beispiel 2. Extraktmenge 10 ccm. 

Dauer des Versuchs: 24 Stunden. Langsamer Sauerstoffstrom. 37°. 


Erqebnisse. 





Harneturesbbeu in %Jo 
Ferment 


pH == 8,85 PH = 10,03 
Milzextrakt . . 80,0 83,0 
Abgekochter Milzextrakt 0,9 


Ahnliche Versuche werden mit Schweineniere und Schweinepankreas 
pro Ansatz mit 10ccm Extrakt, die 300mg Trockenpulver entsprechen, 


angestellt. Ferner werden untersucht Insulin und Schweinegalle, an- 
gewandte Menge 10,0 ccm, ferner Pferdeleucocyten. Angewandte Menge 
5.0 cem Leucocytensuspension 1.0 g¢ feuchte Leucocyten. 


Ergebnisse. 





Harnstureabbau in 


Pu = 8,85 Pu 10,03 

Nierenextrakt. . . ceria tte, fs 75,8 89.5 
Abgekochter Nierenextr: akt perte are e a 0,0 0.0 
Parkreasextrakt. . . 2 ails al arit 81.5 85.5 
Abgekochter Pankreasextrakt ee eae 0.0 0.0 
I eS Na rd Sige ak A 0,0 00 
Schweinegalle . . et ee ed $4.4 88.1 
Abgekochte Schweinegalle Deir er ted ee 0.0 0.0 
Pferdeleucocyten .. . ‘ oa ee 46.9 


Biochemische Zeitschrift Band 261 21 








316 H. Kleinmann u. H. Bork: 


24. Spaltversuch mit Leberextrakt. Einflufi von Sauerstoff. 
Ansdtze. Siehe Methodik. Beispiel 2. 10,0cem Extrakt 0.3 ¢ 
Trockenpulver. 
Temperatur 37°. Dauer des Versuchs 3 Stunden. Durch Ansatz II 
wird ein langsamer Sauerstoffstrom geleitet. Abnahmen nach 1, 2 und 
3 Stunden. 





Ergebnis. 
Harnsiureabbau in ° 9; py 8,85 
Spaltzeit fale =e gaggia amma oS iam 
Obne O, Mit O, 
1 Std. 12,8 23,1 
- es 25,5 48,7 
. % 39,4 79,6 


8. Priifung der Aziditdtsoptimumskurve des Harnsdureabbaues durch 
Leberpulver und Leberextrakt. 


Die Ansatze enthalten je 20 mg Harnsiure als Lithiumsalz gelést. Sie 
werden mit n/10 HCl bzw. n/10 NaOH auf den gewiinschten py gebracht 
und dann mit 10 ccm Boratpuffer des gleichen py versetzt. 300 mg Leber- 
pulver werden hinzugegeben und die Ansatze mit Wasser auf 70 ccm aut- 
gefiillt. Als Extrakt werden 10 ccm 10g Trockenpulver gebraucht. 

Temperatur 37°. Dauer der Spaltung 6 Stunden. Keine Sauerstoff- 
durchleitung. 

Ergebnisse mit Lebe rpulver. 





— Harnsdureabbau 
PH Nae ie iia ‘Sean ey pear 
Nr. mg . 
I 6,66 2,24 11,2 
Il 7,08 4,46 22.3 
Ill 7,38 5,46 27,3 
IV 8,56 8,20 41,0 
V 8.85 9.68 48.4 
VI 9,15 8,40 42.0 
i VII 9,38 7,88 39,4 
VIII 9,53 7,58 37,9 
IX 9.81 10,12 50.6 
X 10,08 11,70 58.5 
XI 10,21 7,10 35,5 


Es sind zwei Optima zu beobachten. Das eine Wirkungsoptimum 
des urikolytischen Fermentes liegt bei py = 8,85, das zweite bei px 10,00. 


166. Priifung der Aziditdtsoptimumskurve des Harnsdureabbaues durch 
Leberextrakt. 


Fermentmaterial. WKochsalzextrakt: 10,0 cem 10g Trockenpulver. 
Die Ansitze enthalten je 20mg Harnsaure als Lithiumsalz gelést. 
Sie werden mit n/10 HCl bzw. n/10 NaOH auf den gewiinschten py gebracht 
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und dann mit 10 ccm Boratputter des gleichen py versetzt. 10 cem Leber- 
extrakt werden hinzugegeben; mit Wasser wird auf 70 ccm aufgefiillt. 

Temperatur 37°. Dauer der Spaltung 6 Stunden. Langsamer Sauer- 
stoffstrom. 


Behandlung der Abnahmen. Wie in der Methodik angegeben. Beispiel 2a. 


Ergebnisse. 





Ansatz Nr. PH Harnsd&ureabbau in ° 

I 7,5 35,12 

il 8,20 39.4 

Ill 8,87 47,4 

I\ 9,37 40,3 

V 9,66 37,1 

VI 10,00 53.6 

VII 10,34 33,4 
VIII 10,83 13,0 


Es sind zwei Optima zu beobachten. Das eine Wirkungsoptimum 
des urikolytischen Fermentes liegt bei py = 8.87, das zweite bei py 10,00, 


28. Untersuchung, ob Harnsdureabbau beim zweiten py-Optimum fermentativen 
Ursprungs ist. 


Ansatz. Mit Lebertrockenpulver bei py 8.85. Siehe Methodik. 
Beispiel 1. 

Temperatur 37°. Dauer der Spaltung 4 Stunden. Langsamer Sauer- 
stoffstrom. 

Nach 4 Stunden wird der Ansatz vom Leberpulver abfiltriert und zur 
Zerstérung des Fermentes aufgekocht. Hierauf wird in einem Mebkolben 
zu LO0Ocem aufgefiillt. 

10 cem dieser Lésung werden enteiweift und zur kolorimetrischen 
Messung verdiinnt. 

Vom Restansatz werden 50ccm mit n/l0 NaOH auf py 10,03 
gebracht und mit Wasser auf 60 ccm aufgefiillt. Diesen Ansatz laBt man 
bei 37° im Thermostaten unter gleichzeitigem Durchleiten von Sauerstoff 
weitere 20 Stunden stehen. Dann werden 10 cem enteiweibt und zur Messung 
verdiinnt (Methodik).  Beispiel 3. 


Ergebnis. 





Spaltzeit Harnsaureabbau in ° 
4 Std. 63.6 
a 64,3 


Der Versuch ergibt, da®8 die Spaltung unterbrochen wird, wenn das 
Ferment entfernt oder zerstért wird. Es ist also die Harnsiurespaltunyg 
bei dem zweiten py-Optimum 10,03 ebenfalls fermentativen Ursprungs. 
91 * 
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164. Harnsdurespaltung durch Leberextrakt. Versuch tiber Verhdltnis von 
Umsatz und Fermentmenge. pa = 8,895. de 
Fermentmaterial. Kochsalzextrakt: 5,0cem = 0,5 g Trockenpulver. MA 
- o o au 
Ansdtze. 1: 20 cem Harnsiaurelésung, enthaltend 20 mg Harnséure + L0cem ous 
Boratpuffer (pH = 8,85) + 5,0cem Extrakt + Wasser zu Bc 
70 cem. gel 
IL: 20cem Harnsaurelésung, enthaltend 20mg Harnsaure + 0,5ccm 
n/10 NaOH + 10cem_ Boratpuffer (px 8,85) + 10,0 cem oe 
Extrakt + Wasser zu 70 ccm. 
111: 20cem Harnsaurelésung, enthaltend 20mg Harnsaure + 1,0cem 
n/l10 NaOH + 10cem Boratpuffer (px 8.85) + 15,0 cem 
Extrakt + Wasser zu 70 ccm. 
Temperatur 37°. Langsamer Sauerstoffstrom. Dauer des Versuchs 
6 Stunden. Alle Stunden werden Abnahmen gemacht. 
Behandlung der Abnahmen. Je 7Tecem werden nach Folin enteiweibt 
und zur kolorimetrischen Messung verdiinnt. 
Ergebn 78se ‘ 
Harnsiiureabbau in °/5 
: a eisciinialaitnaiasiiag sealable encasement cancel tro 
Spalt- [-— 
voit I rT i 
5,0 cem Extrakt 10,0 cem Extrakt 15,0 eem Extrakt 
Std. %9 %9 °lo 
1 11,2 13,1 20,0 
2 18,4 24,1 37,5 
3 24,1 31,0 51,5 I 
4 31.0 42.8 64,9 
5 37,5 54,6 69,3 I 
6 46,0 63,7 80,8 
, . \ 
Analoger Versuch bei pq 10,03. 
j Harnsiureabbau in °/, 
Spalt- ‘camomile a a cecal ——eo a 
melt I | TT i 
5,0 cem Extrakt | 10,0cem Extrakt | 15,0 cem Extrakt wert 
Std. 9 | Oo 9 
1 8,7 12,7 20,0 
2 29,1 43,1 64,1 
3 42.6 81,0 83.0 
4 58,6 85,4 87,1 
5 67,8 86,3 87,8 
/ 6 77,8 89,3 100,0 
129. Spaltversuch mit Harnsdurefermentfdllung. 
Fermentmaterial. FEluat IT. 
Ansdtze. Siehe Methodik. Beispiel 3. 
dure 


I: poh = 8,85. 
II: py = 10,03. 
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Beide Ansatze werden mit ein paar Tropfen konz. HCl zur Ausflockung 
der Harnséure gebracht. Die Niederschlage werden abzentrifugiert, die 
Lésung wird abgegossen; die Riickstaénde werden in je 2,0 cem n/l0 NaOH 
aufgelést. Diese beiden Lésungen werden mit n/10 HCL bzw. n/10 NaOH 
auf py = 8,85 bzw. 10,03 gebracht, mit dem entsprechenden, py-gleichen 
Boratpuffer versetzt und mit Wasser auf ein bestimmtes Volumen aut- 
gefiillt. 

Temperatur 37°. Dauer der Spaltung 24 Stunden. Langsamer Sauer- 
stoffstrom. 





Ergebnis. 
PH Harnsiiureabbau in ° , 
8,85 41,2 
10,03 75,0 


29. Versuch tiber Einwirkung von Schwefelwasserstoff. 
Fermentmaterial. Leberextrakt: 10,0 cem entsprechen 0,3 mg Leber- 
trockenpulver. 
Ansdtze. Siehe Methodik. Beispiel 2. 
I: po = 8,85: 10,0cem Extrakt. 
Il: po = 8,85: 10,0 .,  Extrakt, der mit Schwefelwasserstoff ge- 
sattigt ist. 
III: py = 8,85: 10,0 ,, Extrakt, der mit Schwefelwasserstoff ge- 
sattigt und scharf zentrifugiert worden ist. 
IV: pu 10,03: 10,0 ,,  Extrakt. 
V: pu 10,03: 10,0. ,, Extrakt, mit Schwefelwasserstoff gesattigt. 
VI: pu = 10,03: 10,0 ,, Extrakt, mit Schwefelwasserstoff gesattigt 
und scharf zentrifugiert. 


Temperatur 37°. Dauer des Versuchs 24 Stunden. Ohne Sauerstoff. 


Behandlung der Abnahmen. Die Ansatze mit Schwefelwasserstoff 
werden durch einen Luftstrom von demselben befreit. 





Ergebnis. 
Harnséureabbau in °/ 
Ansatzform . = 
Pu = 8,85 Pu = 10,03 

Ohne Schwefelwasserstoff . . . 67,8 72,2 
Mit u Pe 35.5 39.4 

ss a und 
zentrifugiert ....... 0,0 0,0 


Es zeigt sich eine sehr starke Hemmung der urikolytischen Wirksamkeit 
durch Schwefelwasserstoff. 
Fermentmaterial, Eluat IT. 
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Ergebnis. 





Harnsdureabbau in ° » 


Ansatzform 
Pu = 8.85 Pu = 10,03 
Ohne Schwefelwasserstoff . . . 79,2 85.4 
Mit - ee 31,1 37,5 
" is und 
zentrifugiert ....... 0,0 0.0 


168. Spaltversuch in Gegenwart dquimolekularer Mengen Allantoin, Harnstojf 
und Oxalsdure. py 8.85. 

Fermentmaterial. Leberextrakt: 10 cem 1,0 g Trockenpulver. Lésung A: 
10 cem, enthaltend 10 mg Oxalsiure + 8 mg Harnstoff + 8 mg 
Allantoin. 

Die Mengen Oxalséure, Harnstoff und Allantoin wurden so gewahlt, 
wie die quantitative Aufarbeitung eines bei py 8.85 vollkommen aut- 
gespaltenen Ansatzes ergeben hatte. 

Ansdtze. I: 20cem Harnséurelésung, enthaltend 20 mg Harnsaéure + 10cem 
Borat puffer + 10cem Extrakt + Wasser zu 70 ccm. 

II: 20 cem Harnsaurelésung, enthaltend 20 mg Harnsaure + 10cem 
Boratpuffer + 10 ccm Lésung A + 10 cem Extrakt + Wasser 
zu 70 ccm. 

Temperatur 37°. Dauer der Spaltung 6 Stunden. Langsamer Sauer- 
stoffstrom. 

Behandlung der Abnahmen Wie in der Methodik angegeben. Beispiel 2a. 

Ergebnis. Ansatz I: 51,2°, Abbau 

= Il: 50,6°, ™ 

Zusatz von Allantoin, Harnstoff und Oxalsiure in den Mengen, wie sie 
bei der quantitativen Aufarbeitung erhalten werden, wirken nicht auf den 
Harnséureabbau ein. 


173. Spaltversuch in Gegenwart der Spaltprodukte. 
Ansatze. 

Ia und Ila: 40cem Harnsaéurelésung, enthaltend 40 mg Harnsiiure 
+ 10cem Boratpuffer (pH = 8,85) + 10cem Extrakt (= 10g 

Trockenpulver) + Wasser zu 70 ccm. 
Illa und IVa: 40cem Harnsaéurelésung, enthaltend 40 mg Harnsaure 
i + 10cem Boratpuffer (px = 10,03) + l0cem Extrakt (= 1.0 ¢ 

H Trockenpulver) + Wasser zu 70 ccm. 
Temperatur 37°. Dauer der vélligen Aufspaltung 24 Stunden. Lang- 

samer Sauerstoffstrom. 


Ansatz Ia und Illa werden '/, Stunde, Ansatz Ila und [Va '/, Stunde 
gekocht, um das Ferment abzutéten. Das verdampfte Wasser wird nach- 
gefiillt, so daB zum SchluB das Volumen der vier Ansitze wieder je 70 ccm 
betragt. 
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Ansatze. 


I: 20cem Harnsdurelésung, enthaltend 20mg Harnsaiure + 10 cem 
Boratpuffer (pu 8,85) + 5,0cem  physiologische Na Cl-Lésung 
10cem Leberextrakt (= 0.5 g Trockenpulver) + Wasser zu 

70 cem. 

Il: 20cem Harnsaurelésung (20 mg Harnsiéure) — 5,0 cem Borat puffer 
(Pu 8,85) — 10 cem Extrakt (= 0,5g Trockenpulver) + 35 ccm 
Ansatz la. 

111: Wie Ansatz I], nur an Stelle von Ansatz la Ansatz Ila. 


IV: 20cem Harnsaurel6sung (20 mg Harnsaure) + 10 cem Borat putter 
(pH = 10,03) + 5,0 cem  physiologische NaCl-Lésung + 10 cem 


Leberextrakt (= 0,5 g Trockenpulver) + Wasser zu 70 cem. 
V: 20cem Harnsaurelésung (20 mg Harnsiéure) + 5,0 cem Borat puffer 
(Pu 10,03) + lO0cem Leberextrakt  ( 05g Trockenpulver) 
35cem Ansatz II la. 
VI: Wie Ansatz V. nur an Stelle von Ansatz Illa Ansatz 1Va. 
Temperatur 37°. Dauer der Spaltung 6 Stunden. Langsamer Sauer- 
stotistrom, 


Ergebnisse. 





Harnsdureabbau in © 


Ansatzform —a 
Ppua= RRS Pu 10,03 
Ohne Spaltprodukt .... . 78.6 85,3 
Mit Spaltprodukt: 
Ansatz II und V ..... 77,8 84,9 
Ansatz II] und VI... . . 78,2 85.6 


Der Versuch zeigt keine Hemmung durch die Spaltprodukte. 


144. Versuch tiber Harnsdureabbau durch Kupjfersulfat bei py 8,85. 
Verhdltnis von Umsatz und Spaltzeit mit und ohne Sauersto/}. 
Ansdtze. Siehe Methodik. Beispiel 3. 
1: An Stelle von Ferment 10,0 cem CuSO ,-Lésung (20 mg CuSQ,). 
Il: Wie Ansatz I. 
Temperatur 37°. Ansatz Lim Luftstrom, Ansatz Il im Sauerstoffstrom. 
Dauer des Versuchs 1 Stunde. Abnahmen nach 20, 40 und 60 Minuten. 





Ergebnis. 
: ' Harns&ureabbau in ©» 
Spaltzeit : 
Min. mit Luft mit Sauerstoff 
20 25.9 28.5 
40 42.9 44,5 
60 50,0 50,3 


142. Spaltversuch mit Ferrosulfat (1° iq). 
Ansdtze. Siehe Methodik. Beispiel 3. An Stelle von Ferment 10,0 cem 
1° ige Ferrosulfatlésung. 
I: PH 8.85. 
Il: py = 10,03. 
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Temperatur 37°. Dauer des Versuchs 24 Stunden. 


Ergebnis. 





PH Harnsaureabbau in ° 9 
8,85 28,6 
10,03 28,6 


Die Methodik wird durch Ferrosulfat nicht gestdért. 


147. Spaltversuch mit Ferrocyankalium bei py = 8,85. 

Ansatz. Siehe Methodik. Beispiel 3. An Stelle von Ferment 10,0 cem 
1°%ige Ferrocyankaliumlésung. 

Der Ansatz wird umgeschiittelt und sofort eine Probe entnommen und 
zur Messung verdiinnt. 

Der Restansatz wird 24 Stunden bei 37° unter gleichzeitigem Durch- 
leiten von Sauerstoff aufbewahrt. 

Ergebnis. 58,3% Abbau. 

Der Versuch zeigt Spaltung der Harnsaure. Die Methodik wird durch 
Ferrocyankalium nicht gestért. 


VHI. Zusammenfassung. 

1. Das Vorkommen der Urikase wird in tierischen und mensch- 
hchen Organen geprift. Von Organen des Schweines enthalten Schweine- 
leber, Milz, Niere, Pankreas, Galle Urikase; Insulin zeigte sich urikase- 
frei. Pferdeleucocyten enthalten ebenfalls etwas geringere Urikase- 
mengen. 

Menschliche Organe dagegen zeigten sich stets urikasefrei. Es 
wurden 'Trockenpulver aus Menschenleber ohne und in Kombinationen 
mit menschlichem Blut oder Serum gepriift. Auch Leber vom Fét 
wurde untersucht, ebenso wie verschieden (sauer und _ alkalisch) 
bereitete Extrakte aus Menschenleber. Des weiteren wurden Trocken- 
pulver aus Milz, Niere, Gelenkknorpel, sowie Mischungen von Leber 
und Milz und Leber und Niere sowie Extrakte aus Milz, Pankreas und 
Muskelgewebe untersucht. Ebenso wurden auch Galle, Blut und 
Leucocytenaufschwemmungen gepriift. Alle untersuchten Praparate 
aus menschlichen Geweben lieBen jede Urikolysewirkung vermissen. 

2. Die Oxydation der Harnsdure erfolgt nicht bei Sauerstoff- 
abschluB und wird durch O,-Durchstr6mung beschleunigt. Die Aziditats- 
Optimumskurve zeigt zwei Optima bei pu 8,85 und etwa 10,0. Auch 
das zweite Optimum ist fermentativ und nicht durch Alkaliwirkung 
bedingt. Die Kinetik der Urikase wird verfolgt. Die Substratumsitze 
sind nicht proportional der Fermentmenge. Sie folgen in guter Uberein- 
stimmung der Schiitzschen Regel. Der Reaktionsverlauf entspricht 
formal der monomolekularen Reaktion. Das Ferment geht mit der 
Harnsaure eine Verbindung ein, die durch Saure ausfallbar ist. 
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3. Die Fermentwirkung ist durch Zusatz von H,S zur Ferment- 
losung zu schwachen. Bei Abzentrifugierung der geringen H,S-Fallung 
geht die Fermentwirkung in Organextrakten vollig verloren, ebenso 
wie bei Zusatz von Natriumeyvanid. Dies spricht fiir die Auffassung 
der Fermentwirkung als einer Katalyse durch Schwermetallverbindungen. 

Die Urikolyse ist durch Spaltprodukte nicht hemmbar, und zwar 
weder durch Allantoin in aquimolekularer Menge, noch durch die in 
Arbeit II ermittelten Endprodukte der Spaltung (d. h. Allantoin, 
Oxalsiure und Harnstoff), noch durch die Spaltprodukte, die un- 
mittelbar nach Aufspaltung im Ansatz vorhanden sind. 

4. Es lassen sich Harnsiurespaltungen auch durch Schwermetall 
ionen erzielen. Durch geeignete Mengen Kupferionen JaBt sich eine 
Kupferkatalyse der Harnsiureoxydation tiber einen bestimmten Zeit- 
raum kinetisch darstellen. Die Spaltung wird durch Sauerstoff nicht 
beschleunigt. Ebenso lassen sich Spaltungen mit Ferrosulfat und Ferro- 
cyankalium durchfiihren. 


Die Arbeit wurde mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft durchgefiihrt. 
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Untersuchungen iiber Urikolyse. II. 
Herstellung und Untersuchung gereinigter Urikaseliésungen. 


Von 


Hans Kleinmann und Heinz Berk. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Institutes der Universit at 
Berlin, Charité.) 


(Eingegangen am 23, Februar 1933.) 


I. Kinleitung. 

Die vorliegende Arbeit befaBt sich mit der Aufgabe, urikolytisches 
Ferment aus tierischen Geweben in gereinigter Form darzustellen. 
Die Aufgabe ergibt sich aus zwei Griinden. Es ist fiir die Be- 
schreibung des Ferments und seiner Eigenschaften insbesondere fiir 
die vielleicht mégliche Auffassung der Urikolyse als einer Metall- 
verbindungskatalyse notwendig, die Eigenschaften des Ferments bei 
fortsteigender Reinigung zu verfolgen. Des weiteren wurde das Ziel 
verfolgt, fiir die Gewinnung reiner Spaltprodukte ein weitgehend 
gereinigtes Fermentpraparat zu benutzen. Bisher war die Ge- 
winnung fermentativer Spaltprodukte der Harnsaure dadurch gestért 
worden, da mit dem Ferment Fremdsubstanzen, insbesondere Eiweib- 
stoffe, den Spaltprodukten der Harnsiure beigemischt wurden. Hier- 
durch war wieder eine sekundare chemische Behandlung der Spalt- 
produkte zur Entfernung der Begleitstoffe notwendig. Es schien uns 
notwendig, jedweden chemischen Eingriff gegeniiber den Spaltprodukten 
zu vermeiden, da nicht vorauszusehen war, inwieweit dieselben durch 
irgendeine Behandlung eine Anderung erfahren kénnten. 

Somit war notwendig, ein Fermentpraparat zu gewinnen, dessen 
Eigentrockenriickstand gegeniiber der Menge der Spaltprodukte ver- 
schwindend klein und praktisch zu vernachlassigen war. 


Trotz fortschreitender Reinigung muBte aber die Wirksamkeit 
des Ferments soweit erhalten werden, daB eine 100°, ige Aufspaltung 
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einer gegebenen Harnsduremenge (z. B. 1g) durch sie gewahr- 
leistet war. Denn die Entfernung ungespaltener Harnsiure (z. B. 
durch Ansduern) aus dem Spaltansatz sollte aus dem = gleichen 
Grunde vermieden werden, wie die Entfernung der begleiten- 
den Fermentsubstanzen selbst. 


II. Adsorbtion der Urikase. 

Als Ausgangsmaterial fiir die Gewinnung gereinigter Urikase 
dienten uns Extrakte aus Schweineleber. 

Es wurden Extrakte aus Schweinelebertrockenpulver mit physiologischer 
Kochsalzlésung hergestellt (im Verhaltnis 10 ccm Extrakt l bis 2g 
Trockenpulver). Es wurden auch Versuche mit glycerinigen Extrakten 
angestellt, doch zeigten diese keinen Vorteil gegenitiber wisserigen. 
Derartige Extrakte wirken auch ohne QO,-Durchstré6mung sehr stark 
urikolytisch, doch sind sie dunkel gefairbt und enthalten so viel Ei- 
weib, daB ihre Verwendung fiir praparative Spalt produktgewinnung nicht 
in Frage kommt. 

Zunachst wurde an den genannten Extrakten die Adsorbierbarkeit 
der Urikase an verschiedene Adsorptionsmittel gepriift. Als Adsorptions- 
mittel wurden Kaolin, Kieselgur, Aluminiumhydroxyd und Tierkohle 
verwendet. 

Die Versuche wurden wie folgt angestellt: 

Je 20cem Leberextrakt werden mit 0,1 cem Eisessig auf py 4,0 
gebracht. Hierzu gibt man 1,0g Edelkaolin bzw. 1,0g Kieselgur oder 
20cem einer Aluminiumhydroxydsuspension [Cy nach Wioellstdtter und 
Kraut (1)], die in 20cem 1,0 g Aluminiumhydroxyd enthalt. Nach 
20 Minuten werden die Mischungen zentrifugiert. Die Restlésungen 
werden in der gleichen Weise noch einmal mit der gleichen Menge 
der Adsorbentien behandelt und in den gleichen Glasern abzentrifu- 
giert. Die vereinigten Adsorbate werden mit etwas Leitfaihigkeits- 
wasser gewaschen, um die letzten Spuren des Leberextraktes zu ent- 
fernen. 

Zunachst werden die Restlésungen der Adsorbate auf ihre Wirksamkeit 
gegeniiber Harnséure bei py = 8,85 und 10,03 gepriift. Die Methodik 
entspricht der in Mitteilung T gegebenen. 


Die Zusammenstellung der Ergebnisse gibt die folgende Tabelle I. 


Tabelle I. 





i] . P 
|| Harnsdéureabbau in °/, durch Restlésung 


Adsorbens | ———- -- aan Ie 
| pu = 8,85 pu = 10,03 
a 0.0 0,0 
Aluminiumbydroxyd . 0,0 0,0 
Kieselgur. . .... 54,0 63,0 
Tierkohle...... 23,4 35,5 
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Kaolin und Aluminiumhydroxyd adsorbieren unter den ge- 
gebenen Bedingungen die Urikase vollstaéndig. Die Restlésung aus 
den Adsorbaten ist ohne jede Wirkung. Kieselgur und Tierkohle 
adsorbieren nur unvollkommen, und zwar Kieselgur noch schwicher 
als Tierkohle. 

Nunmehr wurden die Adsorbate selbst direkt auf ihre urikolytische 
Fahigkeit gepriift, und zwar nur die Adsorbate von Kaolin und Alumi- 
niumhydroxyd. Es ergab sich scheinbar eine Spaltung, doch zeigten 
Kontrollversuche, daB die Adsorptionsmittel allein eine Verminderung 
der zu messenden Harnsiuremenge bewirken. Es ist also nicht méglich, 
die Adsorbate direkt zu priifen, sondern es mu8B zur Gewinnung von 
Eluaten iibergegangen werden. 


III. Elution der Urikase. 

Es folgen nunmehr die Untersuchungen iiber die  Eluier- 
barkeit der Urikase aus Adsorbaten. Es werden als Adsorbentien 
Kaolin und Aluminiumhydroxyd angewendet. Die folgenden Ver- 
suche betreffen Elution aus Kaolinadsorbaten. Zunachst wurde 
untersucht: 


Elution von Kaolinadsorbaten aus wdsserigen Extrakten. 
Zuerst wurde der zu verwendende Leberextrakt auf seine urikolytische 
Fahigkeit gepriift. Seine Wirksamkeit ergibt sich gemaB 


Tabelle II. 











Fermentform Spaltzeit esi tid 
Std. pa= 8,85 pa= 10,03 
Lebertrockenpulver (600 mg) . 48 60,8 71,5 
Leberextrakt (19 ccm = 1g 
Trockenpulver) F 48 52,5 59,2 


Aus diesen Extrakten wurden Adsorbate an Kaolin wie oben an- 
gegeben hergestellt. Es wird die Eluierbarkeit des Ferments mit Sauren, 
Basen und Salzlésungen gepriift. 

Die gewaschenen Adsorbate werden einige Minuten mit dem 
Elutionsmittel behandelt und _ hierauf scharf zentrifugiert. Der 
Vorgang wird mit weiteren 20,0 ccm Elutionsmittel noch einmal 
wiederholt. Mit den vereinigten Eluaten (Eluat I) werden Spalt- 
versuche angesetzt. Die Spaltzeit betrug infolge der verhaltnismaBig 
schwachen Wirkung der Eluate 48 Stunden. Ein Versuchsbeispiel 
gibt Versuch 70. 

Die Ergebnisse der verschiedenen und mannigfachen Versuche 
ergeben sich aus der Zusammenstellung in Tabelle III. 
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Tabelle III. 
Reiniqungsversuche von wdsserigem Leberextrakt. 
Extrakte, hergestellt aus Schweinelebertrockenpulver mittels physiologi- 
scher Kochsalzlésung. 10,0 com Leberextrakt entsprechen 0,6 g Trocken- 
pulver. 





Adsorbens Eluens Spaltzeit : aisenatementnt er z 
Std. PH = 8,85 PH 10,03 

Kaolin n/l0 HCl 48 33.3 37,5 

n/10 Essigsaure 48 7,0 24.1 

Ee n/100 Essigsiure 48 18.4 26.0 

- n/l0Q NaOH 48 25.9 28.5 

~ n/100 NaOH 48 16,7 23,1 

n/100.N Hs 48 14.9 28,6 

* n/100 NH, 48 13,1 26,0 

1% ig. NaH, PO,* 48 13,1 28,6 

i 0.1%ig. NaH, PO,g* 48 0,0 23,0 

= 1°,ig. Nag HPO,* 48 20,0 26,0 

= 01° oig. Nag HP O,* 48 0,0 23,0 


* Ein Kontrollversuch zeigt, daf primires und sekundires Natriumphosphat in 1- bzw. 
0,19/jiger Lésung die Harnséureanalyse nicht stirt. 


Es eluieren auBer den 0,1° igen Salzlésungen (bei py — 8,85) alle 
angewendeten Elutionsmittel in ungefaihr gleicher GréBenordnung. 
(Ob vielleicht durch Anwendung der Salzlésungen eine Zerlegung des 
Ferments in einen bei pu = 8,85 und bei py 10,03 spaltenden Teil er- 
reicht werden kann, muB weiteren Arbeiten vorbehalten bleiben.) 

Die Elution von Aluminiumhydroxyd-Adsorbaten aus wasserigen 
Extrakten, sowie die Elution von Kaolinadsorbaten aus glycerinigen 
Extrakten zeigen keine wesentlichen Unterschiede. Die Menge eluierten 
Ferments entspricht der gleichen GréBenordnung. 


IV. Fortschreitende Reinigung der Urikase. 

Wie aus dem vorangehenden Abschnitt ersichtlich, gelingt es, die 
Urikase zu adsorbieren und zu eluieren. Jedoch sind die gewonnenen 
ersten Eluate noch leicht gefairbt und fiir den unter I. dargestellten 
Zweck keineswegs rein genug. 

Bei allen weiteren Versuchen zur weitergehenden Reinigung wurde mit 
O,-Durchleitung gearbeitet. 

Als Ausgangsextrakt muBte demgemaéB ein Leberextrakt verwendet 
werden, der selbst mit Sicherheit eine 100° ige Harnsaéureautspaltung 
liefert. Ein Extrakt von 10,0 ccm physiologischer Kochsalzlésung auf 
0.5 g Schweinelebertrockenpulver entspricht bei O,-Durchleitung dieser 
Anforderung. Um aber mit einem groBen FermentiiberschuB zu arbeiten, 
wurde die vierfache Konzentration, d. h. ein Extrakt aus 10,0 cem 2.0¢ 
Trockenpulver, gemacht. Als Adsorbens diente fiir alle weiteren Versuche 
Edelkaolin, das nach der Vorschrift von Willstdtter und Schneider (2) mehrere 
Tage lang durch Kochen mit konz. HCl gereinigt wurde. Als Eluens diente 
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fiir alle weiteren Versuche n/100 Ammoniak. Von allen Elutionsmitteln 
wurde Ammoniak deshalb gewahlt, weil es gegeniiber allen anderen unter- 
suchten Elutionsmitteln nicht schlechter wirkt, dagegen ihnen gegeniiber 
folgende Vorteile aufweist: es ist bei den Spaltungsaziditaten von py 8,85 
und 10,03 bei Anwendung von ammoniakalischen Eluaten nicht notig. 
dieselben zu neutralisieren, wie man es eventuell bei den stark sauren oder 
basischen Elutionsmitteln vornehmen miiBte. Des weiteren laBt sich bei 
der Priifung der Eluate auf ihren Reinheitsgrad Ammoniak ohne Riickstand 
entfernen. 

Zunachst wurde nun versucht, durch Variation der Elutionsform 
die urikolytische Wirksamkeit des ersten Eluates zu steigern. Es wurde 
statt einmaliger Elution mit einem bestimmten Volumen Elutionsmittel 
die mehrfache Elution mit entsprechend kleineren Volumina des Elutions- 
mittels gepriift. 

20,0cem Leberextrakt werden bei pH = 4,0 zweimal mit je 2,0¢ 
Edelkaolin behandelt und zentrifugiert. Die Elution erfolgte einmal mit 
25,0cem n/100 Ammoniak vergleichend gegeniiber Elution mit zweimal 
je 12, viermal je 6, fiinfmal je 5 und sechsmal je 4cem n/100 Ammoniak. 
Die Ergebnisse gibt Tabelle LV. 


Tabelle IV. 





Harnsdureabbau in ° 5 








Adsorbens Eluens Spaltzeit baat te a 
Std. Pu = 3,85 PH = 10,03 
Kaolin n/100 NH, 1 x 24 57,5 69,4 
p n/100 NH, 2 x 24 63,7 66,2 
a n/100 NH; 4 x 24 66,2 69,3 
. n/100 NHs 5 x 24 70,5 73.4 
“ n/L00 NHs 6 x 24 79,6 $2.9 
Es zeigt sich sowohl bei den Spaltungen bei pH = 8,85, wie bei 
PH 10,03, daB mehrmaliges Eluieren mit einer geringeren Menge Eluens 


ein héher wirksames Eluat liefert als weniger haufiges Eluieren mit einem 
entsprechend gréBeren Volumen Eluens. 

Da das Eluat I noch betrachtliche Mengen Eiwei8 enthielt und Farbung 
aufwies, wurde versucht, ein zweites weiter gereinigtes Eluat zu gewinnen. 

Es wird aus dem Eluat I durch nochmalige Adsorption an Kaolin und 
Elution mit n/100 Ammoniak ein Eluat II hergestellt.  Hierbei wurden 
die vorangehend beschriebenen Erfahrungen iiber die Elutionsform zur 
Steigerung der urikolytischen Wirksamkeit verwertet. Das bei px 4.0 
aus Leberextrakt an Kaolin erhaltene Adsorbat wird nach dem Waschen 
mit Leitfahigkeitswasser sechsmal mit n/l00 Ammoniak eluiert. Dieses 
Eluat | wird wiederum bei pq = 4.0 zweimal an Kaolin adsorbiert und das 
gewonnene Adsorbat II wiederum nach Waschen mit Leitfahigkeitswasser 
sechsmal mit n/100 Ammoniak eluiert. 

Das so erhaltene Eluat I] ist wasserklar, zeigt aber weder bei py R85 
noch bei pr 10,03 irgendwelche urikolytische Wirksamkeit. 


Wir vermuteten die starke Minderung der Fermentwirkungen be! 
fortschreitender Elution in dem Waschen der Adsorbate mit Leitfahigkeits- 
wasser. Denn da die Adsorption vollkommen und die Elutionswirkung 
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bekannt war, konnte bei den stark wirksamen Ausgangsextrakten der 
Verlust sonst nicht erklart werden. 

Versuch 109 zeigt die Gewinnung eines Eluats Il, bei dem nur das 
Adsorbat I, dagegen nicht mehr das Adsorbat [I] mit Leitfahigkeitswasser 
gewaschen wurde. Die Fermentwirkung im Eluat IIT konnte noch dadurch 
weiter gesteigert werden, daB auch das Waschen des Adsorbats I mit 
Leitfahigkeitswasser unterlassen wurde. Die Zusammenstellung der Er- 
gebnisse gibt folgendes Bild. 


Tabelle V. 





Harnsitureabbau in °'y 


Adsorbat I Adsorbat IT Spaltzeit 
Std. Pu 8,85 Pu = 10,08 
gewaschen gewaschen 24 0.0 0.0 
nicht gewaschen gewaschen 24 25,9 48,7 
nicht gewaschen nicht gewaschen 24 56.6 75,6 


Trotz Unterlassung der Waschung der Adsorbate waren die zweiten 
Kluate wasserklar. 

Der angefiihrte Versuch ergab bei einer 24stiindigen Spaltzeit schon 
eine Spaltung von 56,6 bzw. 75,6°, Harnsaéure. Es wurde nun versucht, 
die Spaltzeit zu verlingern. Da auch die Verlangerung der Spaltzeit 
auf 48 Stunden allein nicht zu einer vollstandigen Harnsaureaufspaltung 
fiihrte, wurde eine Zerstérung des Ferments wahrend der langen Spalt- 
zeiten vermutet. Aus diesem Grunde wurde dem Spaltansatz nach 
48 Stunden noch einmal die gleiche Menge Eluat II wie beim Beginn 
der Spaltung zugefiigt und der Ansatz weitere 24 Stunden spalten 
gelassen. Wird die gesamte Spaltung von 72 Stunden bei Sauerstoff- 
durchstr6mung ausgefiihrt, so gelingt es, wie Versuch 122 zeigt, die 
Harnsiure mittels des zweiten Eluats quantitativ aufzuspalten. 
Kontrollen mit abgekochten Fermentlésungen unter gleichen Versuchs- 
bedingungen zeigten, daB ohne Ferment Harnsadure nicht angegriffen 
wird. 

Somit ist mit dem Beispiel des Versuchs 122 eine Methodik ent- 
wickelt, die es erméglicht, Harnsiure mit weitgehend gereinigten wasser- 
klaren zweiten Eluaten quantitativ aufzuspalten ?. 

‘ 


V. Eigenschaften der gereinigten Urikaseliésungen. 


Im folgenden werden einige Eigenschaften der weitestgehend ge- 
reinigten Urikaselésungen, d.h. der zweiten Eluate, beschrieben. 

Das zweite Eluat stellt eine wasserklare Fliissigkeit dar. Eiweil- 
reaktion mit Sulfosalicylsiure ist nur hauchférmig vorhanden. — Der 


1 Die Frage ob es méglich ist, mittels Einfiihrung gereinigten Feo 
mentes Harnsaéure im lebenden menschlichen Organismus abzubauen, 
wird zur Zeit bearbeitet. 
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Trockenriickstand entspricht gemaiB Versuch 137 1,8 mg_ organische 
Substanz. Molischsche: Reaktior. auf KohJenhydrate ist negativ. 

Die Haltbarkeit derartiger gereinigter wasserklarer Ferment- 
losungen wird bei variierter H-Ionenkonzentration gepriift. 

Ein abgemessenes Volumen eines Eluats II wird in sechs gleiche An- 
teile geteilt und bei variiertem py zwischen 1,0—10,0 (durch Zugabe von 
n HCl) bei Zimmertemperatur 15 Stunden stehengelassen. Die Lésungen 
werden sodann bei pq = 8,85 auf ihre urikolytische Fahigkeit gepriift. 


Tabelle VI. 





Eluat II 15 Stunden Spaltzeit Harnséureabbau in °/, 
aufbewahrt bei Py etwa Std. Pu = 8,85 
1,0 24 73,1 
2.0 24 64,9 
4,0 24 62,5 
6,0 24 61,6 
8,0 24 57,5 
10,0 24 28,5 


Die Tabelle VI zeigt, daB, je saurer die Fliissigkeit (bis zu einem 
pu von 1,0), desto haltbarer sie auch ist. Das Eluat IT ist also in saurem 
Milieu betrachtlich haltbarer als in alkalischem. 

Bei der Einstellung der Eluate auf den gewiinschten py ergab sich 
folgende Beobachtung. Bei py = 1,0 und 2,0 wiesen die Lésungen leichte 
Triibungen auf, bei py = 4,0 bis 6,0 eine leicht flockige Fallung, bei py = 8.0 
leichte Triibung, wahrend bei pq = 10,0 die Lésung unverindert klar 
bleibt. Es handelt sich somit wohl um die Ausflockung von Eiwei®spuren 
hei Pu 4.0 bis 6,0. 

Es wurde nun gepriift, ob das Ferment in der Lésung oder in der 
geringen Fallung steckt. Es wurde in einem weiteren Versuch diese durch 
Ansiuern sich bildende Triibung bzw. Fillung abzentrifugiert und aut 
urikolytische Wirksamkeit gepriift. Auch die iiberstehende Lésung wurde 
untersucht. Versuch 131 zeigt, daB das Ferment nicht in der beim An- 
siuern entstehenden Fallung enthalten ist, sondern in Lésung bleibt. 

Nunmehr wurde versucht, das Ferment in den Eluaten durch 
Aceton zu fallen. Versuch 170 zeigt die Behandlung des Eluats II mit 
dem neunfachen Volumen Aceton. Es ergibt sich ein kaum wagbarer, 
nur in Spuren entstehender Niederschlag, der, abzentrifugiert und in 
Wasser aufgenommen, zur Harnsaurespaltung benutzt, eine deutliche 
urikolytische Fahigkeit aufweist. Es geht aus diesen Versuchen hervor, 
daB das Ferment aus den zweiten Eluaten durch Aceton gefallt und als 
Trockenpulver gewonnen werden kann. 

SchlieBlich wurde versucht, den Reinigungsgrad des Eluates II 
gegeniiber den Ausgangsextrakten zu bestimmen. 

Hierzu wurde zunachst ein Ausgangsextrakt derart ausgewertet. 
daB die Menge Kubikzentimeter von ihm ermittelt wurde, die Harn- 
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siure unter den gegebenen Versuchsbedingungen im Sauerstoffstrom 
zu etwa 50°, bei pu = 8,85 spaltete. Das Ergebnis gibt Versuch 132. 
Es wurden hierzu 5cem eines Extraktes (5,0 ccm entsprechen 0,25 g 
Trockenpulver) benétigt. Der Gehalt dieses Extraktes an organischer 
Substanz wurde durch Trocknung und _ vorsichtige Veraschung in 
der Platinschale bestimmt. Die 5,0 ccm Extrakt enthielten 73,7 mg 
organische Substanz, d. h. der Extrakt war 1.47°,ig an organischet 
Substanz. 

Nunmehr wird in gleicher Weise diejenige Menge des Eluats I 
bestimmt, die den gleichen Harnsaureansatz unter gleichen Bedingungen 
zu 50°. aufspaltet. Das Eluat wurde aus dem gleichen Leberextrakt 
gewonnen, der wie vorangehend ausgewertet wurde (Versuch 132). 
Die Menge der organischen Trockensubstanz dieses Eluats I] wird 
sodann in Versuch 137 ermittelt. Es ergibt sich, daB 35 cem Eluat I 
zur Spaltung notwendig sind und daB das Eluat If 1.8 mg-°,, organische 
Trockensubstanz enthalt. Es wird also die gleiche Spaltung einmal 
durch 73.7, das andere Mal durch 0.6 mg organische Substanz bewirkt. 
Hieraus ergibt sich, daB die Reinigung des zweiten Eluats gegemiiber 
dem Extrakt das 117fache betrigt. Diese ganze Berechnung stiitzt 
sich auf die Voraussetzung, daB die Fermentwirkung an die organische 
Substanz gebunden ist. 

Dieser Reinheitsgrad geniigte fiir unsere Untersuchungen. Es wird 
aber unter Verwendung der weiter vorangehenden Eigenschaften des 
Eluats II vielleicht méglich sein, durch Ansiuern weitere Mengen 
Begleitsubstanzen auszuscheiden und durch Fallungen mit Aceton 
noch weitergehend gereinigte Praparate zu gewinnen. 


VI. Ausziige aus dem experimentellen Teil. 


9S. Zwe imalige Be handlung ron WASSE rige m Lebereatrakt bei Pu 10 mit 
gereinigtem Edelkaolin, Kieselgur, Aluminiumhydroxyd und Tierkohle. 


Untersuchung der Wirksamkeit der Restlésungen gegen Harn- 
saure bel py 8.85 und 10,08. 


Ausfihrung. Je 20,.0cem Extrakt (l0cem 0.85 ° ig. NaCl-Losung 
entsprechen 600 mg Leberpulver) werden mit 0.1 cem Eisessig auf py 4.0 
gebracht. Hierzu werden je 1,0 g¢ Edelkaolin bzw. 1,0 g¢ Kieselgur bzw. 
10g Tierkohle bzw. 20,0cem einer Aluminiumhydroxydsuspension, die 
in diesen 1,0 g Aluminiumhydroxyd enthalt (Cy nach Willstdtter), gegeben. 
Nach 20 Minuten zentrifugiert man ab. Die RestlOsungen werden noch 
einmal in gleicher Weise mit den Adsorbenzien behandelt. 

Die vereinigten Adsorbate werden mit etwas Leitfahigkeitswasser 
gewaschen und zentrifugiert. Mit den Restlésungen werden Spaltversuche 
angesetzt. Zum Ansatz (20 mg Harnsaure) werden 10 cem der Restlosung 
angewancdt. 

Die Ergebnisse zeigt folgende Tabelle : 


Biochemische Zeitschrift Band 261. 99 
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Harnsaureabbau in Prozenten durch lO cem Restlésung. 





Harnsiureabbau in °/, 
Adsorptionsmittel Gureh 10 com Bostioung 





Pu = 8.85 pu= 10.03 
ee ee ee ee 0,0 0,0 
Aluminiumhydroxyd. . . 0,0 0,0 
Miseeigur 1... wee 54.0 63,0 
SPOFEGUNS wk ts ew 23.4 35.5 


Der Versuch zeigt, dab von den untersuchten Adsorbenzien Kaolin 
und Aluminiumhydroxyd die Urikase quantitativ adsorbieren. 


70. Zweimalige Adsorption von Urikase an Kaolin und Elution mit n/10 
Salzsaure. 

Ausfiihrung. 20ccem Leberextrakt werden bei pg = 4,0 mit 20 ccm 
Kaolinsuspension (2,2 g in 30cem Wasser) versetzt. Nach 20 Minuten 
wird abzentrifugiert. Die Restlésung wird in gleicher Weise noch einmal 
behandelt und zentrifugiert. 

Die vereinigten Adsorbate werden mit Leitfahigkeitswasser gewaschen 
und zentrifugiert. 

Darauf werden die Adsorbate mit 20cem n/10 HCl behandelt und 
zentrifugiert. Dasselbe wird noch einmal wiederholt. Mit dem so erhaltenen 
Eluat I werden Spaltversuche angesetzt. 

Ansdtze. Bei py — 8.85 und 10,03: siehe Methodik, Beispiel 3. Ferment : 
l0cem Eluat. 

Temperatur 37°. Dauer des Versuchs 48 Stunden. Keine Sauerstoft- 
durchleitung. 

Ergebnis: 





Pu Harnstiureabbau in ‘ 
&.85 33.3 
10,03 37,5 


109. Gewinnung eines Eluats 11 aus wasserigem Leberextrakt. Adsorbat I mit 
Leitjdhigkeitswasser gewaschen, Adsorbat II nicht. 
Ansdtze. Bei py 8.85 und bei pr 10,03: siehe Methodik, Beispiel 3. 
Temperatur 37°. Dauer des Versuchs 24 Stunden. Langsamer Sauer- 
stoffstrom. 
Ergebnis: 





Pu Harnsiureabbanu in °'5 
8.85 25.9 
10.03 48,7 


122. Gewinnung eines Eluats II aus wdasserigem Leberextrakt. Nach 48 Stunden 
Spaltzeit neues Eluat II zum Ansatz. 

Ausfiihrung. Wie Versuch 115. 

Ansdtze. Bei px 8,85 und bei px 10,03: siehe Methodik, Beispiel 3. 

Temperatur 37°. Dauer des Versuchs 48 Stunden. Langsamer Sauer- 


stoffstrom. 
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Nach 48 Stunden wird frisch dargestelltes Eluat zu den beiden 
Ansatzen gegeben und die Ansitze weitere 24 Stunden der Spaltung 
ausgesetzt. 


131. Eluat Il durch konz. HCl angesduert. Niederschlag und Lésung aus 


Qe 


Urikase untersucht. 

Herstellung des Eluats I]. Siehe 2.. Das Eluat Il wird mit ein paar 
Tropfen konz. HCl angesiuert. Der entstehende Niederschlag wird ab- 
zentrifugiert. Mit der Restlésung und dem Niederschlag werden bei 
Pu 10,03 Spaltversuche angestellt. Zu diesem Zwecke wird der Nieder- 
schlag durch n/10 NaOH in Lésung gebracht. 

Ansdtze. Siehe Methodik, Beispiel 3. 

Temperatur 37°. Dauer des Versuchs 24 Stunden. Langsamer Sauer- 
stoffstrom. 


Ergebnis; 





Harnsdureabbau in °/» 


Niederschlag . 0,0 
Losung ... 46.0 


Durch Ansiuern des Eluats I] wird das Ferment im entsprechenden 
Niederschlag nicht mitgerissen. 


170. Eluat Il mit Aceton behandelt. Niederschlag auf Urikase untersucht. 

Herstellung des Eluats I]. Siehe 2. 30cem Eluat Il werden mit der 
neunfachen Menge Aceton (270 ccm) versetzt, gut umgeschiittelt und iiber 
Nacht stehengelassen. Hierauf wird der gebildete kleine Niederschlag 
scharf abzentrifugiert und mit Ather getrocknet. Mit dem Riickstand wird 
ein Spaltversuch bei py 8.85 angestellt. 

Ansatz. Siehe Methodik, Beispiel 3. 

Temperatur 37°. Dauer des Versuchs 24 Stunden. Langsamer Sauer- 
stoffstrom. 

Ergebnis. Es zeigt sich eine Spaltung von 36,5°). Daraus geht hervor, 
daB das Ferment durch Aceton fallbar ist. 


32. Wirksamkeit von Leberextrakt. 
Fermentmaterial. Leberextrakt: 10,0 cem entsprechen 0.5 ¢ Trocken- 
pulver. 
Ansdtze. Bei pu 8.85 und py 10,03: siehe Methodik, Beispiel 2. 
Fiir jeden Ansatz 5,0cem Extrakt verwendet. 
Temperatur 37°. Dauer des Versuchs 24 Stunden. Langsamer Sauer- 


stoffstrom. 





Ergebnis: 
Pu Harnsiiureabbau in ° » 
8,85 50.0 
10,03 60,0 
5,0 com Leberextrakt spalten die Harnsaure bei py 8.85 zu 50.0) 


99 * 
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156. Bestimmung des organischen Riickstandes von Leberewtrakt. 

10,.0cem Leberextrakt, 0.5 g¢ Trockenpulver entsprechend, werden in 
einer Platinschale auf dem Wasserbad zum Trocknen gebracht. Gewicht 
O17 g¢. Der Riickstand wird bei 110° getrocknet und gewogen. Daraut 
wird derselbe verascht und gewogen. Die Cewichtsdifferenz ergibt den 
organischen Riickstand zu 0.1374 g. 

Ergebnis. 5,0 cem Extrakt 73.7 mg organische Substanz spalten die 
Harnsaiure bei pur 8.85 zu 50.0%. 


134. Wirksamkeit von Eluat II, 
Ausgangseatrakt. Leberextrakt: 10,0 cem entsprechen 0,5 g Trocken- 
pulver. 
Herstellung des Eluats 11. Siehe 2. 
Ansdtze. Bei py 8.85: 
I: Mit L5cem Eluat Il 
is wy SO es og 
Peat ys OO ss os 
iV: « 38 
Temperatur 37°. Dauer des Versuchs 24 Stunden. Langsamer Sauer- 


stoffstrom. 
Behandlung der Abnahmen. Siehe Methodik, Beispiel 3a. 


Ergebnis: 





Menge Eluat Il Harnsdureabbau in ‘ 
eem (Pu = 8,85) 
15 9.1 
25 35.5 
30 44.5 
35 59,0 
35.0 cem Eluat LL spalten die Harnsaure bei py 8.85 zu 50°. 


137. Bestimmung des organischen Riickstandes von Eluat 11. 

‘100 cem des in Versuch 134 verwendeten Eluats Il werden in einer 
Platinschale auf dem Wasserbad zur Trockne gebracht und bei 110° ge- 
trocknet. Der Riickstand wird gewogen, verascht und wieder gewogen. 
Die Gewichtsdifferenz ergibt den organischen Riickstand. Organische 
Substanz 0.0018 g. 

100 cem Eluat Il ergeben 1,8 mg organische Substanz. 

Ergebnis. 35,0cem Eluat II 0.63 mg organische Substanz spalten 
die Harnsaure bei pa = 8.85 zu 50,0%%). 

Reinheitsqrad. Der Leberextrakt wurde in bezug auf den organischen 
Riickstand 117fach gereinigt. 


VII. Zusammenfassung. 


1. Das Adsorptionsverhalten der Urikase in wisserigen Extrakten 
aus Schweineleber wird untersucht. Es werden Adsorptionen an Edel- 
kaolin, Kieselgur, Aluminiumhydroxyd und Tierkohle gepriift. Eine 
Adsorption bei pu = 4,0 erfolgt quantitativ durch zweimalige Be- 
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handlung der Extrakte mit Edelkaolin und Aluminiumhydroxyd, nur 
zum Teil aber mit Kieselgur und Tierkohle. 

2. Die Eluierbarkeit der Urikase aus Kaolinadsorbaten wird mit 
Sauren (n/10 Salzséure, n/100 und n/10 Essigsdiure), Basen (n/10 und 
n/100 NaOH, n/100 Ammoniak) sowie mit Salzlésungen (0,1 ° ige und 
1°. ige primaire und sekundire Natriumphosphatlosungen) geprift. 
Eine Elution der Urikase aus Kaolinadsorbaten ist mit allen Elutions- 
mitteln méglich. 

3. Die Elution der Urikase aus Aluminiumhydroxydadsorbaten 
wird mit n/l00 Ammoniak und 1°, igen primaren und = sekundaren 
Natriumphosphatlésungen geprift. Eine Elution ist in annihernd 
gleicher Weise wie bei 2. durchfiihrbar. 

4. Die Elution von Urikase aus Kaolinadsorbaten aus glycerinigen 
Extrakten wird mit n/100 Ammoniak und 1°, igen Lésungen von 
primaren und sekundéren Natriumphosphatlésungen geprift. Eine 
Elution ist wie unter 2. und 3. durchfiihrbar. 

5. Ein Verfahren, mit weitgehend gereinigten Eluaten Harnsaure 
100° ig aufzuspalten, wird ausgearbeitet. Der EinfluB der Elutionsform 
auf das Eluat wird gepriift. Die Gewinnung eines zweiten wasserklaren 
Eluates aus wiisserigen Leberextrakten wird beschrieben. Es wird 
eine Methodik gewonnen, mit den zweiten Eluaten Harnsiure quantitativ 
aufzuspalten. 

6. Die Eigenschaften der gereinigten Urikaselésungen werden 
untersucht. Das Eluat stellt eine wasserklare Fliissigkeit dar, die 
Sulfosalicylsiurereaktion nur noch hauchf6rmig gibt und in einem Bei- 
spiel einen Trockenriickstand an organischer Substanz von 1,8 mg-°,, 
besaB. Der EinfluB der Aziditaét auf die Stabilitat des Eluats wird 
gepriift (bis pa 1.0). Mit zunehmender Aziditat steigt die Stabilitat. 

Das Ferment ist in den Eluaten durch Aceton fallbar. Thr Rein- 
heitsgrad wird festgestellt. Das II. Eluat ist gegeniiber den Aus- 
gangsextrakten 117fach gereinigt, bezogen auf organische Substanz. 
Der Reinheitsgrad ist auf Grund der dargelegten Eigenschaften noch 


vervielfachbar. 


Die Arbeit wurde mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft durchgefiihrt. 
Literatur. 
1) Willstdtter, Kraut u. Erbacher, Ber. d. Deutsch. chem. Cres. 57, LOSS, 
1924; vgl. auch Rona, Prakt. d. physiol. Chem. 1, 6, Springer 1931. 
2) Willstdtter u. Schneider, Zeitschr. f. physiol. Chem. 138, 200, 1924; vgl 
Rona, Prakt. d. physiol. Chem. 2. 7, Springer 1931. 





Spektrophotometrische Studien iiber Urobilin. 


Von 
Heinrich Rudert und Ludwig Heilmeyer. 


(Aus der Medizinischen Universitatsklinik Jena.) 
(Eingegangen am 17. Mdrz 1933.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die Methoden zur quantitativen Erfassung des Urobilins in den 
Ausscheidungen des Organismus griinden sich auch heute noch auf zwei 
Eigenschaften, die bereits seinem Entdecker (Ja//é, 1869) bekannt waren: 
Die Fluoreszenz des Zinksalzes und die charakteristischen Absorptions- 
streifen im Blaugriin des Spektrums. Schon Ja//é machte den Vorschlag, 
die Fluoreszenz zur quantitativen Bestimmung heranzuziehen. Da sie 
mit sehr einfachen Mitteln auszulésen und zu beobachten ist, hatte 
diese Methode viele Anhianger: besonders Adler (6) setzte sich bis in 
die neueste Zeit lebhaft dafiir ein. Auf spektrophotometrischer Messung 
der Lichtabsorption im Maximum der charakteristischen Urobilin- 
bande griindeten Vierordt (7), Friedrich Miiller (2), Saillet (8), Ger- 
hardt (9), Charnass (10) und Tsuchyia (11) ihre Untersuchungen. 

DaB sich die Fluoreszenz des Zinksalzes wie auch die GréBe der 
Lichtabsorption auBerordentlich labil gegeniiber 4uBeren Einwirkungen 
verhalten, war allen Autoren bekannt. Es ist klar, daB eine optische 
Bestimmungsmethode, die Anspruch auf Exaktheit machen will, auf 
diese Tatsache Riicksicht nehmen muB. Bei allen bisher ausgearbeiteten 
Methoden ist dies jedoch nicht geschehen, sondern es wurde unterstellt, 
da8B sich das Urobilin einmal wie das andere Mal verhalt. 

Da wir iiber das uns von Hans Fischer dankenswerterweise zur Ver- 
fiigung gestellte Mesobilirubinogen Praparate von geniigender Reinheit 
gewinnen konnten, stellten wir uns die Aufgabe, die optischen Eigen- 
schaften des Urobilins unter verschiedenen Bedingungen einer ein- 
gehenden Priifung zu unterziehen, um so die noch fehlende Grundlage 
fiir die optischen Bestimmungsmethoden zu geben. 


Methodik. 


Die gréBte Riicksicht erfordert die hohe Empfindlichkeit des Urobilins 
gegeniiber dem Tageslicht, deshalb wurden alle Arbeiten im Dunkelzimmer 
oder bei sehr gedaimpftem Tageslicht vorgenommen. Die Umwandlung 
des Urobilinogens in Urobilin geschah durch Luftoxydation. Eine gewisse 
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Menge Mesobilirubinogen wurde in Ather gelést. Dabei nahm der Ather 
eine leicht gelbliche Farbung an, die auf die Anwesenheit kleiner Mengen 
von bereits im trockenen Praparat gebildetem Urobilin zuruckzufiihren ist. 
Der Ather wurde im Scheidetrichter mit neutralem destillierten Wasser 
unterschichtet, das sich nach emigen Tagen rotbraun farbte; nach kraftigem 
Durchschiitteln wurde die Farbung noch intensiver. Die Schlesingersche 
Reaktion war im Wasser positiv. Bei der weiteren Verarbeitung der so 
gewonnenen Urobilinlésung war noch folgendes zu bedenken. Beim Aus- 
schiitteln des Athers mit Wasser lést sich stets eine gewisse Menge des 
Athers im letzteren, und damit ist auch die Anwesenheit von Mesobilirubi- 
nogen in der Urobilinlésung gegeben. Ferner finden sich stets in der 
wiisserigen Lésung geringe Mengen nicht in Lésung gegangenen Urobilins 
oder Urobilinogens suspendiert.  Hierauf ist Riicksicht zu nehmen, sollen 
nicht bei der spater vorzunehmenden gewichtsanalytischen Bestimmung 
der Farbstotfkonzentration grobe Fehler entstehen. Beide Fehlerquellen 
wurden ausgeschaltet, indem die wasserige Urobilinlésung zuerst durch 
ein feines Schott-Filter gesaugt wurde, auf dem die suspendierten Teilchen 
zuriickblieben, dann wurde der im Wasser geléste Ather im Vakuum ab- 
destilliert. Die so vorbereitete Urobilinlésung bleibt 24 Stunden im Dunkeln 
stehen, in welcher Zeit sich etwa noch vorhandenes Urobilinogen in Urobilin 
umgewandelt hat. Das konnte daraus geschlossen werden, dali die /.xtinktion 
innerhalb der ersten 24 Stunden noch etwas zunahm, dann eine zeitlang 
gleich blieb, um schlieBlich wieder abzunehmen. Zu der photometrischen 
Untersuchung unserer so erhaltenen Urobilinlésungen benutzten wir das 
Spektralphotometer von Aéniqg u. Martens. Die Weite des Eintritts- und 
des Okularspaltes wurde jeweils so gewihlt, daB die einzelnen Ablesungen 
in einem Spektralbereich von etwa 4 uu Breite erfolgten. Alles weitere 
iiber die Methodik siehe in der Monographie von L. Heilmeyer, ,.Medizinische 
Spektrophotometrie™, Verlag Gustav Fischer, Jena 1933. 


A. Das quantitative Absorptionsspektrum des sogenannten sauren Urobilins. 
EAD wu 
Seime Verschiedenheiten unter Beriicksichviqung des Verhdltnisses B 535 eh 
Das Absorptionsverhdlinis des sogenannten sauren Urobilins. = 

Um die spektrochemischen Eigenschaften des Urobilins genau zu 
charakterisieren, wurde die GréBe der Extinktion an etwa 20 Punkten 
des Absorptionsspektrums von 650 bis 430 #4 bestimmt und daraus 
die ,.typische Farbkurve’ mit dem Logarithmus des Extinktionskoeffi- 
zienten als Ordinate, der Wellenlange in mu als Abszisse konstruiert. 
Diese Darstellungsmethode liefert eine Kurvenform, welche von Schicht- 
dicke und Konzentration unabhaingig nur von der Natur des gelésten 
Stoffes abhangig ist (s. die zitierte Monographie von Heilmeyer). Die 
Kurven ein und derselben in verschiedener Schichtdicke und Konzen- 
tration untersuchten Urobilinlédsungen unterscheiden sich bei dieser 
Darstellungsart nur durch ihre Héhenlage und lassen sich durch Parallel- 
verschiebung zur Deckung bringen.  Derartige typische Farbkurven 
sind also ausgezeichnet geeignet, um an ihnen die Identitit bzw. etwa 
stattgehabte Umwandlungen der  untersuchten Substanz nachzu- 
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weisen. Aus Griinden der Raumersparnis kénnen von den zahlreichen 
untersuchten Priparaten nur wenige als Beispiel tabellarisch und gra- 
phisch zur Darstellung gebracht werden, bei den iibrigen muB ein kurzer 
Hinweis geniigen, daB sie identisch befunden wurden bzw. welche Ver- 
iinderungen sie erfahren hatten. Die Praparate 1 mit 11 wurden aus 
reinem Mesobilirubinogen (H. Fischer), die Praparate 12 bis 16 aus 
Stuhlurobilinogen gewonnen. 

Prdparat 1, Urobilin in wiisse- 























log € +3 ‘ 
527 riger Loésung. Farbe: gelb- rétlich. 
, | | Reaktion gegen Lackmus neutral. 
4 Ergebnis der Spektrophotometrie und 
30 a Berechnung der Kurve in folgender 
29 + + Tabelle: 
am 
28 tot ; i iaiacinieii E 
| Pg Spektralregion | (< nichtdicke log E 
37) t t ' uu 1 em) 
| | 
a 
w——s— 650 0,0048 0.68128 
ei oe oe 620 0.0079 | 0,8976 
‘ 3 4 600 0,0120 1,0792 
a+} 590 0,0144 1,1584 
| 580 0.0164 1,2148 
«, ie ae ae 7 570 0,0185 1,2672 
Py, | | 560 0,0212 1.3263 
‘ am 550 0,0263 1.4200 
an—t+—-4 540 0,0349 1,5428 
| | | 585 0,0422 1,6253 
J 530 0,0573 1,7582-8 
tof Seales ] 520 0.1393 2.1149 
Bak 510 0,3950 2.5966 
ui—t—t +H 4 500 1.0130 3.0055 
, | 490 1.4950 3.1750 
TT 7 480 1.1350 3.0550 
ee oe 4 470 0),7360 2,8669 
| | 460 0,5000 2,6990 
35 a a 459 0.2750 2.4393 
| | 
t t 4 + 1 EF 490 . 
/ | atts Me 35.4. 
43 +——+} SS ae ee E535 uu 
| {ZI 
42 Ta T ht hn Se oe Es handelt sich hier um eine 
if ~—t ++ ++. Kurve mit spitzwinkligem Gipfel 
10 44 i oe ae ae: Ge Dew bei 490 wu (Abb. 1,1). Je steiler 
V7; | i7i | | =F aufsteigender und absteigender 
8 2fi3 | | Schenkel der Kurve verlaufen, desto 
1) 1__ aT = 
620 600 580 560 540 520 500 80 460 Wome schmaler und schirfer begrenzt er- 
Abb, 1. scheint die Absorptionsbande im 
Typische Farbkurven verschiedener Uro- Spektrum. Die Steilheit des Kurven- 


bilinpraparate. ae 
verlaufs kommt zahlenmaBig am 


, . £490 wu — ; 
besten in dem Verhaltnis ~~ ‘' zum Ausdruck. Ein Vergleich 
E 535 wu 
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des vorliegenden Absorptionsspektrums mit den Absorptionsspektren 
alterer Untersucher zeigt die Identitaét mit Urobilinen, die die gréBte 
Lichtabsorption links von der F-Linie aufweisen, also den Absorp- 
tionsstreifen y darbieten. Ja/ffé (1) hat darauf hingewiesen, da} saure 
Lésungen den Streifen y zeigen.  Saillet (8) aber macht geltend, 
daB das Auftreten dieses Streifens ziemlich unabhingig von der 
Reaktion erfolgt: er spricht daher im = Gegensatz zu anderen 
Autoren nicht von einem ,,sauren** Urobilin, sondern er hat dafiir 
die Bezeichnung x-Urobilin eingefiihrt. 


Bestimmung des Absorptionsverhdlinisses A des .sauren** Urobilins. 


Zur Bestimmung des Absorptionsverhaltnisses wurden nach Abschlub 
der spektrophotometrischen Messung nicht zu geringe, abgemessene Mengen 
der untersuchten Lésung eingeengt und dann im Platintiegel bei etwa 180° 
bis zur Konstanz getrocknet. Spiter wurden héhere Temperaturen ver- 
mieden und das Eindampfen der Lésungen im Vakuum vorgenommen. 
Damit war dann die Konzentration ¢ (bezogen auf 100 cem) und folglich 
das Absorptionsverhaltnis nach der Vierordtschen Formel (14) 1 c/E 
gefunden. 


SchlieBlich wurde die Versuchsanordnung insoweit wesentlich ab- 
geandert, als wir nicht mehr mit A/. Fischers Mesobilirubinogen arbeiteten 
und auch nicht mehr die Konzentration unserer Loésungen  gewichts- 
analytisch bestimmten. Wir erhielten bei diesen Versuchen Urobilinogen 
aus Stuhl durch das Terwensche (12) Reduktionsverfahren, schiittelten 
es mit Ather aus und bestimmten seine Menge nach der von Heilme yer (13) 
modifizierten Terwenschen Methode. Der Ather wurde mit Wasser unter- 
schichtet und die Urobilinentstehung im Dunkeln abgewartet. Nach 
kraftigem Ausschiitteln wurde die so entstandene wasserige Urobilinlésung 
spektrophotometriert. Thre Konzentration konnte wegen der verschiedenen 
Begleitstoffe nicht gewichtsanalytisch bestimmt werden, sondern wurde 
aus der Ausgangs- und Endmenge des Urobilinogens im Ather berechnet. 


Prdparat 2. Gegeniiber Lackmus neutrale Urobilinlésung. 





A E (1 em) 
535 uu 0,0239 
490 1.0850 


E499 au 


ra. 46,2. 
FE 535 wu 


Vergleicht man die Kurve des Praiparats 2 (Abb. 1,2) mit der 
Kurve des Priparats 1 (Abb. 1, 1), so fallt auf, daB ihr Verlauf etwas 
E490 wu 
E335 un 
druck kommt. Im groBen und ganzen lassen sich die beiden Kurven 
aber durch Parallelverschiebung fast voéllig zur Deckung_ bringen. 


steiler ist, was in dem gréBeren Verhaltnis 46,2 zum Aus- 





pre nn . 
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Es handelt sich also auch beim Praparat 2 um das sogenannte ,,saure‘‘ 

Urobilin. 60 cem wurden eingedampft, und bei 2,055 mg war die Kon- 

stanz erreicht; das entspricht 0,00003425 g in leem. Daraus folgt 
0,000 034 25 


= 200 3g 78. 
0.7385 0,000 046 378 


Vierordt hatte den  Absorptionskoeffizienten fiir Hydrobilirubin 
in weingeistig-wasseriger Lésung in der Spektralregion EF 63 F 
F (503 ~— 486 wu) mit 0,0000552 bestimmt (7). T'suchi ya berechnete 

fiir eine alkalischwasserige Lésung ein A von 0,000029806, fiir eine 
atherisch-alkoholische Lésung ein A von 0,000031825 (11). 

Charnass gelangte zu Ergebnissen, die zwischen 0,0000796 und 
0,0000142 liegen (10). 

Prdéparat 3. Spektrophotometrisch identisch mit Praparat 2. Reaktion 
gegeniiber Lackmus neutral. 





A FE (lem) 
535 wu 0.0239 
490 1.0850 


E so “uu 4-4. 
FE 535 wu 
Aus 100 cem der wasserigen Lésung blieben 2,437 mg Trockenriickstand. 
30 cem wurden dreimal mit je 5cem Amylalkohol extrahiert ; das Wasser 
war danach vollkommen entfarbt und gab keine Fluoreszenzreaktion mehr. 
Der Trockenriickstand des amylalkoholischen Extraktes betrug 0.797 mg. 
Die Berechnung des A der wiisserigen Lésung ergibt danach 0,000022 46, 
das tiber den amylalkoholischen Extrakt erhaltene Absorptionsverhaltnis 
liegt mit 0,00002445 etwas héher; beide Koeffizienten stimmen aber relativ 
gut. uberein. 
Die Ergebnisse der Praparate 4 mit 10, die saémtlich in Wasser gel6st 
wurden und neutrale Reaktion gegen Lackmus zeigten, sind in folgender 
Tabelle wiedergegeben : 





Priiparat Konzentration E535 uu E490 wu E490 au Absorptions- 
Nr. mg-° 5 (1 em) (1 em) E535 ua verhaltnis 
4 2.802 0.027 66 1,250 45,19 0,000 022 42 
5 2,0085 0,024 06 1,088 45,2 0,000 018 46 
6 3,462 0,033 76 1,1850 35,1 0,000 029 2 
7 4,352 0,051 3 1,8670 36,39 0,000 023 3 
Ss 5,572 0,034 53 1,3750 39,73 0,000 040 5 
9 3,085 0,014 87 0,5880 39.54 0,000 051 6 
10 5.1251 0,030 66 1,1440 37,31 0,000 044 8 
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Prdparat 11. Mit der Verarbeitung dieses Praparates sollen die Ver- 
suche zur Bestimmung des Absorptionsverhaltnisses von Urobilin, welches 
iiber H. Fischers Mesobilirubinogen gewonnen wurde, ihren Abschluls 
finden. Bei dieser Gelegenheit erschien es angebracht, die Genauigkeit 
unserer Arbeitsmethoden einer Priifung zu unterziehen. Es wurde bei 
diesen Versuchen eine bekannte Gewichtsmenge Mesobilirubinogen in 
Ather gelést und zum Teil in Urobilin wie bei den vorhergehenden Ver 
suchen umgewandelt. Das so entstandene Urobilin wurde nach den bis 
herigen Methoden gewichtsanalytisch bestimmt; die Menge des im Ather 
verbliebenen Urobilinogens wurde sowohl dureh Wagung als auch 
nach Terwen bestimmt. Wurde auf diese Weise das Ausgangsgewicht 
wiedergefunden, so war damit die Brauchbarkeit unserer Methode er- 
wiesen. 

Als Ausgangsmenge dienten 77,5 mg Mesobilirubinogen in Ather geloést 
und mit destilliertem Wasser unterschichtet. Hieraus gingen hervor 175 cem 
atherische Urobilinogenlésung und 325cem = wasserige Urobilinlésung. 
Die wiisserige Lésung erwies sich durch seine Kurve als ..saures** Urobilin. 





j FE (1 em) 
535 wu 0.091 20 
490 3,970 00 


FE 490 wu 
FE 535 uu 


- 43.6 


25cem der wisserigen Losung ergaben 1.871 mg Trockenriickstand. 
Das entspricht 24,423 mg in 325cem. Im Ather wurden nach Terwen 
53.11 mg, gewichtsanalytisch 53,09mg Urobilinogen bestimmt. Wir 
nehmen mit Charnass an, daB bei der Umwandlung des Urobil in Uro- 
bilinogen eine wesentliche Gewichtsverainderung nicht stattfindet, so daB 
wir ohne weiteres die gefundenen Werte addieren kénnen. 
Die Rechnung 
24.323 mg 
53.100 


77.423 mg 


ergibt eine fast absolute Ubereinstimmung mit dem Ausgangsgewicht 
(77,5 mg). Damit ist eine hinreichende Genauigkeit unserer Methode 
dargetan. Fiir die Berechnung des Absorptionsverhaltnisses sind folgende 
Werte einzusetzen: 

0.090 074 84 


f 0,000 018 85. 
4 3.97 ates 


Bei den nun folgenden Praparaten 12 bis 16 diente als Ausgangs- 
material nicht mehr H. Fischers Mesobilirubinogen, sondern es wurde 
als solches nach dem Terwenschen Reduktionsverfahren (12) aus Stubl 
gewonnen und mit Ather ausgeschiittelt. Die Umwandlung des Uro- 
bilinogens in Urobilin geschah wie bisher. Beziiglich der quantitativen 
Erfassung des umgewandelten Anteils vgl. weiter unten. 
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Pradparat 12. Im Ather wurden 8,06mg Urobilinogen bestimmt. 


darauf wurde mit Wasser unterschichtet und so 258 cem Urobilinl6sung 
erhalten. Reaktion gegeniiber Lackmus schwach sauer. Kurve Abb. 1, 3. 








A E (1 em) log E A E (UL cem) log I 
560 wu 0,006 86 0,8363-% 510 wu 0.2185 2.3395-% 
550 0,008 53 0,9309 500 0.7349 2.8657 
540 0,011 60 1,0645 49) 1.3625 3.1343 
53D 0.014 66 1,1662 489 1,9850 3.0355 
530 0,020 13 1.3038 470 0.5930 2.7731 
520 0,055 46 1,7440 460 0.4390 2.6425 


FE 490 wu 


93,0. 
E 535 au 


Hierauf wurde der Ather nochmals mit Wasser unterschichtet. 110 cem 
Urobilinlésung. Reaktion gegeniiber Lackmus schwach sauer. 





A E (1 em) 
53D wu 0,010 46 
490 0,714 14 


FE 490 wu 


FE 535 uu 


69,1. 


Die mittlere Extinktion bei 2 = 490 uu berechnet sich danach aut 
E 490 wy , E490 wu 

wt. 93,0 und meat ms. 
x BE 535 nu E 535 wu 
87,22. Im Ather wurden jetzt noch 3,61 mg Urobilinogen ermittelt, danach 
hatten sich 4.45 mg in Urobilin umgewandelt. Aus diesen Daten folgt fiir 
die Berechnung des Absorptionsverhaltnisses : 


000445 0,000 012 1 
368 . 1,168 69 1,1687 


1.16869. Der Mittelwert aus 69.1 betragt 


0,000 010 37. 


‘Die Werte der Priiparate 13 bis 16, samtlich in wasseriger, gegen 
Lackmus neutral reagierender Lésung, sind in folgender Tabelle zusammen- 





ss gestellt : 

Priparat Konzentration E535 uu E 490 au E490 wu Absorptions- 
Nr. mg-°|o (1 em) (1 em) E 535 uu verhiltnis 
13 0,45 0,009 2 0,3165 34,4 0,000 014 22 
14 1,25 0,015 33 0.7884 51,4 0,000 015 83 
15 1,875 0,031 47 1,341 42,7 0,000 013 99 
16 24,81 0,225 5 29.9 132.5 0,000 008 3 


Uberblickt man die Versuchsreihe 12 bis 16, die an Urobilin aus 
Stuhl durchgefiihrt ist, so fallt auf, daB die Absorptionsverhaltnisse 
durchweg niedriger liegen als bei den aus Mesobilirubinogen gewonnenen 
Priparaten. Da methodische Fehler nur zu einer Zunahme, nicht zu 
einer Abnahme des Absorptionsverhaltnisses fiihren kénnen, diirfte 
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den erhobenen Befunden doch eine gewisse Bedeutung im Sinne der 
Verschiedenheit der beiden Urobiline zugesprochen werden. Die Frage 
der Identitat des Stuhlurobilins mit dem aus Mesobilirubinogen § ge- 
wonnenen Urobilin ist inzwischen mit erweiterter Methodik von //ei/- 
meyer und Krebs angegangen worden, 

Das von uns fiir Stuhlurobilin gefundene A — 0,0000083. stellt 
den niedrigsten bis jetzt bekannten Wert dar. Charnass (10) hatte als 
kleinstes  Absorptionsverhaltnis 0,000014 — (fur 


adie : : log é+2 
Harnurobilin) gefunden und als Mittelwert einer 2: 





Reihe von Versuchen ein A von O,000017  ., 
berechnet. Einen Mittelwert der quantitativen a 
Bestimmung des Urobilins zugrundezulegen, er- 
scheint uns jedoch bei den weiten Grenzen, in 
denen sich die Absorptionsverhaltnisse bewegen, 7 
nicht angingig. Nach diesen Ergebnissen haben 47 
alle Versuche, das Urobilin als solches  spektro- 
photometrisch quantitativ zu bestimmen, keine Aus- 
sicht auf Erfolg, es sei denn, daB man aus dem 
quantitativen Absorptionsspektrum auf das zu- 
gehorige Absorptionsverhaltnis schlieBen kénnte. — 73 
Der Untersuchung dieser Frage dient der Ab- 
schnitt tiber die Bezichung zwischen Form der — ,, 
Kurven und den Absorptionsverhaltnissen. 


B. Owvudationen. 

Schon Charnass weist auf die hochgradige 
Zersetzlichkeit des Urobilins hin. Er beobachtete, 
daB bei Lichtzutritt die Extinktion der Lésungen — as 
immer mehr abnahm, bis schlieBlich iiberhaupt — ,, 








° Gd 
kein Absorptionsstreifen mehr zu sehen war. Dar- 9, 
aus schloB er, daB bei der Zersetzung des Uro- 5 520 300 +80 +60 Wom 
bilins oxydative Vorginge die Hauptrolle spielen. Abb. 2. 


Anderung des quantita- 
tiven Absorptionsspek 
war uns in Anbetracht der groBen Schwankungs- — trumsvon Urobilin unter 
; dem Einfluts der Per- 
manganatoxyvdation 


Bei der Aufstellung des Absorptionsverhaltnisses 


breite —- obwohl wir es doch zweifellos mit reinen 
Praiparaten zu tun hatten der Gedanke ge- 
kommen, daB diese Unterschiede vielleicht dadurch bedingt sein kénnten, 
daB verschiedene Oxydationsstufen des Urobilins vorlagen. Zur Nach- 
priifung dieser Fragen nahmen wir eine Reihe von Absorptionsspektren 
vor und nach der Oxydation auf. Die Oxydation geschah durch Licht- 
und Lufteinwirkung bzw. chemisch durch Kaliumpermanganat. Das Er- 
gebnis war bei den sechs durchgefiihrten Versuchen so eindeutig, daB 
es geniigt, an dieser Stelle einen einzigen als Beispiel wiederzugeben. 
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Versuch. Urobilin in wasseriger neutraler Losung, aus H. Fischers 
Mesobilirubinogen entstanden, wurde durch tropfenweisen Zusatz von 
1°/,iger Kaliumpermanganatl6sung oxydiert. Stammildésung (Abb. 2, 1): 





A E (1 em) log E 
535 uu 0,034 53 0.5382 2 
510 0,310.00 1.4914 
490 1,375 00 2.1383 
470 0,657 00 1,8176 
450 0,255 00 1.4065 


FE 490 au 
~ aan 
E588 up 39,73. 


100 cem + 5 Tropten 1° gige KMnO, (Abb. 2. 2): 





v E (1 em) log E 
535 uu 0.0264 0.4216 ? 
510 0,254 1,4048 
490 1,103 2,9425 
470 0.547 1.7380 
450 0,213 1.3284 


FE 490 uu 


78. 
E535 uu 41,2 


100 cem + 10 Tropfen 1° /gige KMnO, (Abb. 2. 3): 





A FE (lem) log E 

535 wu 0.058 47 0.7669 * 
510 0,232 1,3655 
Hed 490 0,895 1,9518 
! 470 0,474 1,6758 
450 0,222 1.3464 


E490 au 


E585 uu 


15.3. 


100 cem + 20 Tropfen 1°/gige KMnO, (Abb. 2, 4): 





A E (1 em) log E 
! 535 wu 0,109 1,0374 2 
510 0,164 1,2148 
490 0,232 1,3655 
470 0,276 1,4409 
450 0,363 1.5599 


E4990 wu 


E535 au 


= 2,13. 
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Wahrend der Oxydation ging die rotbraune Farbe der Stamm- 
losung tiber dunkelgelb mit griinlichem Schimmer in strohgelb iiber. 
Der Farbstoff ist auch in der letzten Oxyvdationsstufe noch durch 
Ammonsulfat ausfallbar, gibt aber nicht mehr die Fluoreszenzreaktion. 
Es wurde schlieBlich der Versuch gemacht, das so oxydierte Urobilin 
nach dem Terwenschen Reduktionsverfahren zu reduzieren. Es sind 
aber nur Spuren von Urobilinogen wiedergefunden worden —— ein Ergebnis, 
das fiir sehr weitgehende irreversible Veranderungen im Molekiil spricht. 
Bei allen Oxydationsversuchen ist zu bemerken, dab verschiedene 
Oxydationsstufen in einer gesetzmaBigen Reihenfolge durchlaufen 
werden. Im Beginn der Oxydation nimmt die Héhenlage der Kurve 
im allgemeinen ab; dabei ist der rotgriine Anteil des Spektrums etwas 
stirker betroffen, so daB der Kurvenverlauf steiler wird und somit 
E490 wu 
y 535 au 
eine Umkehr der Erscheinungen ein: in der blauen Spektralregion 
nimmt die Absorption weiter ab, wohingegen sie im rotgriinen Bereich 
sogar eine absolute Zunahme zeigt. Hierdurch wird der Kurvenverlauf 
E490 wu 
EB 535 ai 
stufen der Oxydation sind dadurch charakterisiert, daB die typischen 
Spektralerscheinungen des Urobilins verschwinden. Die Kurve zeigt 
dann einen vom Rot nach Blau gleichmaBbig ansteigenden Verlauf, 
bestenfalls mit einer Ausbiegung bei 2 — 490 mu. 


das Verhiltnis zunimmt. Bei weiterer Oxydation tritt dann 


flacher und der Wert fiir das Verhaltnis nimmt ab. Die End- 


C. Die Bezichungen zwischen Form der Kurven und den Absorptions- 
rerhdlinissen. 

Bei der Berechnung der Absorptionsverhaltnisse fiel auf, da das 
Priparat mit dem kleinsten Absorptionsverhaltnis den steilsten von 
uns beobachteten Kurvenanstieg (ausgedriickt durch das Verhaltnis 
E490 wu 
E 535 py 
héhere Werte fiir A aufwiesen. Dieses Verhalten gab AnlaB zu unter- 
suchen, ob zwischen Kurvenverlauf und Grobe des Absorptionsverhalt- 


) zeigte, wihrend Praparate, deren Kurven flacher verliefen, 








Priiparat Absorptions- FE 490 wu Priiparat Absorptions E490 au 
Nr. verhaltnis E 535 wu Nr. verhaltnis E535 au 
16 0,000 098 3 132,5 3 0.000 022 46 45.4 
12 0,000 010 37 87.22 7 0.000 023 31 36.39 
15 0,000 013 99 42.7 6 0,000 029 21 35.1 
13 0.000 014 22 34.4 & 0,000 040 50 39,73 
14 0,900 015 83 51.4 10 0.000 044 76 37.31 

5 0,000 018 46 45.2 2 0,000 046 38 46,2 
11 0,000 018 85 43.6 9 0,000 051 61 39 54 
4 0.000 022 42 45,19 
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nisses etwa gesetzmaBige Beziehungen bestehen. Zur Beantwortung 

dieser Frage moge die folgende Aufstellung der der GréBe nach geord- 

neten Absorptionsverhaltnisse unter Gegeniiberstellung des dazu- 
ug EC : : BEA9 uu. 

gehoérigen Verhaltnisses ‘* dienen. 


, 


4 OD UM 
Aus dieser Aufstellung ist ersichtlich, daB wohl das Praparat mit 


E490 wu 


dem héchsten Wert fiir das kleinste Absorptionsverhaltnis 


BOBS Mu 
besitzt, wahrend das gréBte Absorptionsverhaltnis einem Praparat 
zukommt, dessen Kurve demgegeniiber einen relativ flachen Verlauf 
nimmt. Von einer GesetzmaBigkeit kann jedoch keine Rede sein: 
denn am haufigsten finden sich Anstiegverhaltnisse von 34 bis 46, 
und innerhalb dieses verhaltnismaBig engen Bereiches treffen wir auf 
Absorptionsverhaltnisse, deren Werte sich regellos vom zweitkleinsten 
bis zum gréBten bewegen. An Hand der Oxydationsversuche ist es 
moglich, fiir diese merkwiirdige Tatsache eine Erklarung zu geben 
Dab die Mittelwerte jede Proportionalitat zwischen Kurvenverlauf 
und Absorptionsverhaltnis vermissen lassen, liegt darin begrundet. 
daB wir es stets mit irgendwelchen Oxydationsstufen des ,,sauren” 
Urobilins zu tun haben. Daraus, daB zu Beginn der Oxydation dic 
Extinktion wohl im Blau (2 490 wi), in weit starkerem MaBe jedoch 


: ' - _— ‘ _ | £490 00 
im Griin (4 = 535 4) abnimmt, folgt, daB das Verhaltnis 


Le deded TE 
zunimmt, d. h. einem steileren Kurvenverlauf entspricht. Dementgegen 
wird aber das Absorptionsverhiltnis nicht kleiner, sondern es mub 
groBer werden, da bei gleichbleibender Konzentration der Lésung 
der Extinktionskoeffizient £,,, kleiner geworden ist. Erst bei weiter- 
gehender Oxydation nimmt die Extinktion im Rot-Griin wieder zu, 
wihrend sie im Blau weiterhin abfallt. So wird der Kurvenverlauf 


E 490 wu 


flacher, d. h. das Verhaltnis wird kleiner. In diesem Falle 


7 = 


4 hed TEL 
entspricht dann einer flachen Kurve ein groBes Absorptionsverhaltnis. 
Da wir nun ~~ abgesehen von den extremen Fallen — durch die Spektro- 
photometrie keinen AufschluB daritiber erhalten, in welcher Oxydations- 
stufe das uns vorliegende Praparat sich befindet, so k6nnen wir aus dem 
Kurvenverlauf auch nicht auf das Absorptionsverhaltnis schlieBen. 


D. Die Beziehungen zwischen Absorptionsr« rhdlinis, Kurventorm und 
Fluoreszenz des Zinksalzes. 


Es wurde bereits darauf hingewiesen, daB die Fluoreszenz des 
Zinksalzes bei der quantitativen Bestimmung des Urobilins friiher 
eine groBe Rolle spielte. Die theoretische Grundlage dazu _bildete 
die Ansicht Ja/fés, daB die Intensitat der Fluoreszenz proportional 
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der Starke der Lichtabsorption im Spektrum bzw. der Konzentration 
der Lésungen sei. Adler (15) arbeitete daraufhin ein Verfahren zur 
approximativ quantitativen Bestimmuvg des Urobilins aus. Obwohl 
Adler (16) nunmehr selbst diese Methode wegen ihrer Unzulanglichkeit 
verlassen und durch eine Urobilinogenbestimmung ersetzt hat, durfte 
doch im Rahmen unserer Untersuchungen die Fluoreszenz nicht un- 
beriicksichtigt bleiben. Die Fragestellung dabei war folgende: 


1. Bestehen Beziehungen zwischen Absorptionsverhaltnis, Kurven- 
form und Fluoreszenz des Zinksalzes / 

2. Ist das Proportionalitatsgesetz auch fiir die Verdiinnungsreihen 
der fluoreszierenden Urobilin-Zinksalzlésungen giiltig / 

Wir bedienten uns solcher Lésungen, deren Konzentration uns 
gewichtsanalytisch bzw. durch die Spektrophotometrie des Aldehyd- 
farbstoffs bekannt war. Weiterhin standen fest das Absorptionsverhalt- 


E490 mu 


nis und die Kurvenform durch den Quotienten Die Aus- 


’ 


7 930 1 
wertung der Fluoreszenz nahmen wir nach dem von Adler angegebenen 
Verdiinnungsverfahren vor. 

Es sei an dieser Stelle gleich die Beantwortung der Frage 2 vorweg- 
genommen. Wir konnten uns davon tiberzeugen, daB die bis zum Ver- 
schwinden der Fluoreszenz notwendigen Verdiinnungen  tatsachlich 
in Gestalt einer linear ansteigenden Kurve den wachsenden Konzen- 
trationen proportional sind. Um keinen Irrtum aufkommen zu lassen, 
ist es notwendig, ausdriicklich darauf hinzuweisen, da} mit dieser Fest- 
stellung nur gesagt ist, daB die Méglichkeit besteht, die relative Konzen- 
tration mit der Fluoreszenzmethode nachzuweisen. Die Beantwortung 
der Hauptfrage, ob Beziehungen zwischen Fluoreszenz, Absorptions- 
verhaltnis und Kurvenform bestehen, wird gleichzeitig auch ergeben, 
wie sich relative und absolute Konzentration des fluoreszierenden 
Zinksalzes zueinander verhalten. Die Entscheidung wird am leichtesten 
sein, wenn wir die einzelnen Daten in Tabellenform vergleichend an- 





ordnen. 
Tabelle I. 
dite ein > 490 unt Speers Nach Terwen Fluoreszenz- 
Praparat E490 wu E — ws A vera ermittelt verdiinnung 
Nr. E535 wu mg-° 9 mg-° mg- 
1 3,97 43,6 0,000 018 85 7.484 — 15,3 
2 1,156 18,2 0,000 044 99 5.84 - 11,56 
3 1.341 42.7 0,000 013 99 - 1,876 5,1 
4 299 1325 0,0000083 ‘a 24'8 85.0 


Nr. 4 (Urobilinkonzentration 24,8 mg-°,) wurde der fortschreitenden 
Oxydation durch Luft-, Licht- und Kaliumpermanganateinwirkung unter- 
zogen. Die Ergebnisse dieser Versuche sind in Tabelle I] zusammengestellt. 
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Tabelle Il. 





Fluo- 
Dotioawe Tl reszenz- 
Priparat Oxydation E490 ua E me uu ' ver- 
F535 uu diinnung 
Nr. mg- 
da 7 Wochen an der Luft, im 
ee 16,92 53.3 0,090 014 65 73.2 
4b 13 Wochen an der Luft, im 
ae 16.2 423 §860,0000153 68.0 
de 4b nach Stagigem Stehen 
im diffusen ‘Tageslicht . 15,75 47.3 0,000 015 74 68.0 
4d 1 Tropfen 1°/o9ig. K Mn, 
zu 10cem von 4e¢ .. . 6.89 296 0,009 036 51.0 


Die Betrachtung der beiden Tabellen lehrt, daB die nach der 
Adlerschen Fluoreszenzmethode bestimmten Urobilinprozente die durch 
Wagung bzw. nach dem Terwenschen Verfahren gefundenen Werte 
um etwa das zwei- bis dreifache tibertreffen: und zwar ergibt der Ver- 
gleich mit den Absorptionsverhaltnissen, daB die Fluoreszenz ein um so 
hdheres Vielfache anzeigt, je kleiner das dazugehérige A ist. Hieraus 
geht cindeutig hervor, da auch die Fluoreszenzkraft des Zinksalzes 
in direkter Beziehung zum Absorptionsverhaltnis des Urobilins steht. 
Damit ist gleichzeitig festgestellt, daB die Fluoreszenzkraft, ebenso wie 
die AbsorptionsgréBe bei verschiedenen Praparaten sehr erheblich 
schwankt, was neuerdings auch Adler (16) beobachtet hat, was ihn 
zur Aufgabe seiner Fluoreszenzmethode zwang. Dal die Adlerschen 
Werte die reellen Konzentrationen um mindestens das Doppelte iiber- 
treffen, beweist, daB Adler bei der Eichung seiner Apparatur eine 
Standardlésung mit einem sehr groBen A (d.h. ein wahrscheinlich 
bereits stark oxydiertes Priparat) zur Verfiigung hatte. Eine quanti- 
tative Bestimmung des Urobilins auf Grund der Fluoreszenz des Zinksalzes 
ist damit als absolute Unmdéglichkeit dargetan. 

Nachdem die direkte Abhangigkeit der Fluoreszenzintensitat 
vom Absorptionsverhaltnis aufgezeigt werden konnte, hat fiir das 
Verhaltnis der Fluoreszenz zur Kurvenform dasselbe zu gelten, was 
bereits von den Beziehungen der Absorptionsverhaltnisse zu den Kurven- 
formen gesagt wurde. Man kann also nur aus einer extrem. steilen 
bzw. extrem flachen Kurve auf eine einerseits groBe oder andererseits 
geringe Fluoreszenzkraft des betreffenden Praparats schlieBen. 


E. Das sogenannte alkalische Urobilin und Zwischenformen, 


Die Unterscheidung einer ,,sauren’ und einer ,,alkalischen** Modi- 
fikation des Urobilins stammt von Ja/ffé (1). Er zeigte, daB saure 
Lésungen den Absorptionsstreifen y (490 mu), alkalische Lésungen den 
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Streifen 6 (510 uw) aufweisen. Ganz so einfach wie Ja//é angenommen 


hatte, liegen die Verhaltnisse nicht. Garrod und Hopkins (3) 


und 


NSaillet (8) wiesen darauf hin, daB neben dem sogenannten sauren und 
alkalischen Urobilin noch Zwischenformen bestehen, und Charnass (10) 
macht geltend, daB. alle diese Formen nicht unbedingt abhangig von 


der Reaktion sind. 


Um zur Frage des sogenannten alkalischen 


Urobilins 


Stellung 


nehmen zu kénnen, stellten wir eine Reihe von Versuchen an, bei denen 
wir neutrale wisserige Urobilinlésungen mit NH,OQH, NaOH und 


Na,CQO, versetzten. Samtliche Versuche brachten, wenn sie auch in 


der Technik voneinander abwichen, das gleiche Ergebnis. Es 


mag 


darum hier die Wiedergabe eines Parallelversuchs geniigen, der mit 


Ammoniak und Natronlauge  verschiedener 
gefithrt wurde. 


Konzentration 


Versuch. Zu je 25cem einer neutralen wisserigen 


(..saure’’ Moditikation) wurden hinzugetfiigt : 
1. O5cem NH,OH. 
2. 3 Tropfen n/l0 NaOH. 
3. 3 Tropfen 12.5°,ige NaOH. 


1. Farbe der Lésung rein gelb. Reaktion gegeniiber 


Kurve Abb. 3. 1. 

2. Farbe der Loésung rein gelb, Reaktion 
gegentiber Lackmus neutral. Das Ergebnis der 
sofort vorgenommenen Spektrophotometrie ver- 
anschaulicht Abb. 3, 2. Wir sehen, dali diese 
Kurve parallel lauft der Kurve I. 

Léosung | und 2 wurden 4 Monate im Dunkeln 
autbewahrt. Nach dieser Zeit hatte sich in beiden 
Fallen ein Gipfel bei 510 uu ausgebildet (Abb. 3, 
la und 2a). es war also die .alkalische** Modifi- 
kation des Urobilins entstanden. 

3. Farbe der Lésung rein’ gelb. Reaktion 
gegentiber Lackmus alkalisch. Sofort nach Hin- 
zufiigen der Natronlauge trat ein Gipfel bei 
510 uu auf, in dem Spektralbereich von 490° bis 
430 uu ist noch die Andeutung eines santten 
(siptels vorhanden (Abb. 3.3). Nach 5 Tagen er- 
gibt die Spektrophotometrie die typische Kurve 
des .alkalischen** Urobilins (Abb. 3, 3a). Die 
Extinktion hatte bei 510 uu dabei gegeniibor 
Kurve 3 um 64°, zugenommen. 


Das Ergebnis unserer Versuche tuber das 
sogenannte alkalische Urobilin (Absorptions- 
maximum bei 510 #4) kénnen wir dahingehend 
festlegen, daB diese Form entsteht, wenn man 


ageé+2 
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Urobilinlosung 


Lackmus alkalisch. 
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Urobilinl6sung im = Spektroskop, so scheint sie kein  besonderes 
Spektrum darzubieten und gleicht demnach der ammoniakalischen 
Form Saillets (Form C des #-Urobilins). Die  spektrophotome- 
trische Ausmessung jedoch ergibt eine Kurve mit einem aller- 
dings sehr flachen Gipfel bei 450 4; auch ist in den meisten 
Fallen ei Knick bei 510 4 vorhanden. Zunachst glaubten 
wir, daB diese Kurvenform fiir ammoniakalische Urobilinlésungen 
charakteristisch sei. Spater stellte sich aber heraus (vgl. Beispiel), 
daB dies nicht der Fall ist, sondern daB stark verdiinnte Natronlauge 
ganz aihnliche Kurven hervorbringt, selbst wenn die hinzugefiigte 
Menge so gering ist, daB die Reaktion der Urobilinlésung gegeniiber 
Lackmus neutral bleibt. Aus dieser sogenannten ammoniakalischen 
Form bildete sich innerhalb einer gewissen Zeit in den meisten Fallen 
die alkalische Form spontan aus. Blieb die Umwandlung zunichst 
aus, so lieB sie sich durch Belichtung der Praparate oder durch An- 
wesenheit von Spuren von Na,CO, oder Spuren von Metallionen (Ag, 
Cu u.a.) in Gang setzen. Wurde zum Alkalischmachen der Urobilin- 
lésungen starke Natronlauge verwendet, so trat das Spektrum der 
,alkalischen** Form fast augenblicklich auf. Bei der sofort vor- 
genommenen Spektrophotometrie lieB sich aber auch in diesem Falle 
noch die Andeutung eines Gipfels bei 450 wy erfassen. Damit ist be- 
wiesen, dap die Umwandlung des ,,sauren** zum ,,alkalischen** Urobilin 
stets iiber eine Zwischenform mit einem flachen Gipfel bei 450 wu erfolgt. 
Dap diese Zwischenform von uns als ,,ammoniakalisches Urobilin™ be- 
zeichnet wurde, erklart sich aus dem oben Gesagten. Der Begriff ,,am- 
moniakalisch** hat dabei ebensowohl nur als Kennwort zu gelten wie 
die Begriffe ,sauer und ,,alkalisch**. DaB die beiden Begriffe ,,sauer* 
und _ ,,alkalisch** nichts mit der wirklichen Reaktion zu tun haben, 
war schon Charnass bekannt. Wir verfiigen itiber einen Versuch, in 
dem sich eine gegeniiber Lackmus saure Urobilinlésung, die das ,,saure*’ 
Spektrum bot, innerhalb dreier Monate in die ,,alkalische** Modifikation 
spontan umwandelte, ohne daB sich dabei die Reaktion gegeniiber 
Lackmus geandert hatte. Was die Unterscheidung Sail/ets von x- und 
f-Urobilin betrifft, so entsprechen diese beiden Arten der ,,sauren” 
und der ,,alkalischen** Form. Wenn aber Saillet glaubt, daB sein Spek- 
trum II eine besondere Art des x-Urobilins darstelle, so ist das ganz 
sicher ein Irrtum; es handelt sich vielmehr um das fluoreszierende 
Zinksalz des Urobilins. 

Die Bestimmung des Absorptionsverhaltnisses des ,,alkalischen™ 
Urobilins ist bedeutungslos. Es hat sich bei unseren Versuchen gezeigt, 
daB die Extinktion bei fortlaufend wiederholten Messungen bedeutend 
zu- oder auch wieder abnahm. Praktisch ]éBt sich ein konstantes 
Extinktionsmaximum nicht erfassen. 
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Zusammenfassung, 

1. Das Absorptionsspektrum des Urobilins in seinen verschiedenen 
Formen wurde mit dem Spektralphotometer von Adénig u. Martens 
quantitativ aufgenommen. Die Absorptionskurven des sogenannten 
sauren Urobilins weisen, obwohl es sich um reinste Priaparate handelt, 
keine konstante Kurvenform auf. Dementsprechend wurde auch das 
Absorptionsverhaltnis (4 — ¢ £) fiir die verschiedenen Praparate sehr 
verschieden gefunden (0,0000082 bis 0,0000516). Die aus Stuhl ge- 
wonnenen Urobilinpraparate zeigen dabei durchweg ein niedrigeres A 
als die aus reinstem Mesobilirubinogen (//. Fischer) gewonnenen Pra- 
parate, was im Sinne einer Verschiedenheit dieser beiden Urobiline 
gedeutet werden kann. 

2. Die optischen Eigenschaften des Urobilins werden sehr stark 
durch oxydative Vorginge beeinfluBt. 

3. Dem Absorptionsspektrum nach lassen sich — verschiedene 
Oxydationsstufen des ,,sauren** Urobilins feststellen. 

4. Allen Oxydationsstufen gemeinsam ist eine geringere Extink- 
tionskraft bei 2 — 490 wu gegeniiber dem nicht oxydierten Urobilin. 
Das Absorptionsverhaltnis des ,,sauren*’ Urobilins stellt demnach 
keine konstante GréBe dar. 

5. Aus der Kurvenform kann nur in extremen Fallen annihernd 
auf die jeweilige Oxydationsstufe geschlossen werden. 

6. Aus 4. und 5. folgt, daB eine quantitative Bestimmung des 
Farbstoffs spektrophotometrisch nicht mdglich ist. 

7. Es besteht eine direkte Abhangigkeit zwischen Absorptions- 
verhaltnis und Fluoreszenzkraft des Zinksalzes. Je kleiner das A, um so 
groBer die Fluoreszenzkraft. Hieraus folgt, daB auch die Fluoreszenzreak- 
tion zur quantitativen Bestimmung des Urobilins nicht brauchbar ist. 

8. Das sogenannte saure Urobilin mit einem Absorptionsmaximum 
bei 2 = 490 wu 1aBt sich durch Versetzen mit Ammoniak oder Alkali 
in die sogenannte alkalische Form mit einem Absorptionsmaximum 
2 = 510 wy iiberfiihren. Die Umwandlung geht in allen Fallen iiber eine 
von uns beobachtete Zwischenform mit einem sanften Gipfel bei 
2 = 450 uu vor sich. 

9%. Die Reaktion der Lésung ist fiir die Umwandlung des ,,sauren* 
in die ,,alkalische’* Form ohne Bedeutung: es geniigen so geringe Zusitze 
von Ammoniak oder Alkali, daB& dadurch die Reaktion gegeniiber 
Lackmus nicht geaindert wird. In einem Falle fand die Umwandlung 
der ,,sauren™ in die ,,alkalische’* Form in der reinen Lésung statt, 
dabei war die Reaktion gegeniiber Lackmus stets schwach sauer. 

10. Belichtung der Praparate, Anwesenheit von Spuren von Na, CO, 
oder Schwermetallionen wirken beschleunigend auf die Umwandlung 
bzw. setzen sie erst in Gang. 
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Nachtrag. 


Nach AbschluB dieser Arbeit erschien die Arbeit von C. 7. Watson 
aus dem Institut von Hans Fischer (Hoppe-Sevlers Zeitschr. f. physiol. Chem. 
204, 57; 208, 101, 1932), dem es zum erstenmal gelang, Stublurobilin 
kristallisiert zur Darstellung zu bringen. Inzwischen ist es Hetlmeyer und 
Krebs gegliickt, in Anlehnung an die Methode von Watson, auch aus Harn 
Urobilin kristallisiert zu gewinnen. Die Eigenschaften der verschiedenen 
gewonnenen Urobilinpraparate, besonders auch ihre quantitativen Ab- 
sorptionsspektren werden demniichst von Heilmeyer und Krebs vei 
Offentlicht. 
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Zur Kenntnis der peroxydatischen Wirkung. III.' 


Von 
Fritz Reuter, Harry Willstaedt und Konrad L. Zirm. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts und aus dem 
Chemischen Institut der Universitat, Berlin.) 


(Eingegangen am 20. Mdrz 1933.) 
Mit | Abbildung im Text. 


I. 

Fir Untersuchungen tiber die Natur der Peroxydase sind zwei 
Probleme von Belang: Die Frage nach der Bedeutung des Eisengehalts 
fiir die Wirksamkeit der Peroxydase und die nach der Art der Bindung, 
die ein Metall zu peroxydatischer Wirksamkeit befahigt, spezieller, 
nach der Bindungsform des Eisens in der Peroxydase. 


R. Willstdtter und Stoll? hatten bei Versuchen zur Reinigung der 
Meerrettichperoxydase gefunden, da es nicht méglich ist, eisenfreie wirk- 
same Praparate zu erhalten. Wahrend Wéillstdtter in dieser Arbeit aber 
neben der Annahme, dai in der Peroxydase eine ,,Fe-Verbindung mit dem 
N-haltigen Glucosid assoziiert ..., ahnlich wie Hamochromogen mit dem 
Giobin*** vorliegt, auch erwagt, daB die Eisenverbindung ein Coenzym 
oder Aktivator sein kann, kommt er mit Pollinger* zu dem SchluB, dal 
zwischen dem Eisengehalt und der Wirksamkeit der untersuchten Praparate 
keine direkte Beziehung besteht®. Sie finden, daB mit steigender Reinheit 
der Peroxydasepraparate der Eisengehalt abnimmt. Andererseits haben 
bei der Katalase Euler und Josephson® gefunden, dali auch die reinsten 
Praparate Eisen enthalten. Uber die Form der Bindung des Eisens konnten 
aber noch keine Angaben gemacht werden. Einen Einblick in die Méglich- 
keiten der Bindungsform des Eisens in der Peroxydase und Katalase gaben 


1 |. Mitteilung. diese Zeitschr. 245, 290, 1932. Il. Mitt. Liebig- 
Ann. 500, 61, 1932. 

* Liebigs Ann. 416, 21, 1918. 

3 lc. 2, und zwar S. 61. 

4 Liebigs Ann. 480, 269, 1923, und zwar S. 314ff.: vel. auch 2. Will 
stdtter, Ber. 59, 1871, 1926. 

5 Vel. auch Wollstdtter, Ber. 55, 3601, 1922, und zwar S. 3623. 

® Liebigs Ann. 455, 1, 1927. 
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zuerst Modellversuche'. Sie zeigten, da8 besonders die Bindung in Porphyrin- 
komplexen dem Eisen eine bedeutende peroxydatische und katalatische 
Wirksamkeit verieiht. Wesentlich geférdert wurde die Forschung iiber 
die Natur der aktiven Gruppe in der Peroxydase und der Katalase durch 
Einftihrung der Spektroskopie in die Arbeitsmethodik; damit gelang im 
Laboratorium von Euler? an Katalasepraparaten groBer Reinheit der 
Nachweis, da®B fiir die Wirksamkeit der Praparate die Anwesenheit eines 
Porphyrineisenkomplexes mabgebend ist, der in Pyridin mit Natrium- 
hyposulfit ein Hamochromogenspektrum, ahnlich dem des Hiimins, liefert. 
Zu demselben Ergebnis gelangten Kuhn, Hand und Florkin® ebenfalls auf 
spektroskopischem Wege bei der Meerrettichperoxydase und K. A.C. 
Elliot* bei der Milchperoxydase. Ubereinstimmend fanden diese Autoren, 
daB fiir die katalytische Wirkung nur ein geringer Bruchteil des analytisch 
faBbaren Eisens verantwortlich zu machen ist, namlich der im Porphyrin- 
komplex gebundene, den sie mit ,,Hamineisen*’ bezeichnen, ohne iiber die 
Natur des zugrundeliegenden Porphyrins bis jetzt Aussagen machen zu 
kénnen. 

Das Ziel der vorliegenden Untersuchung war nun, durch Modell- 
versuche mit synthetischen Eisenkomplexsalzen verschiedenen Ursprungs 
fiir die Peroxydase zu gewissen Aufschliissen hieriiber zu gelangen. 


Die bisherigen Modellversuche mit Porphyrinen sind mit Derivaten 
des Haémins ausgefiihrt worden. Wir haben auBberdem Eisenkomplexsalze 
von Chlorophyllporphyrinen in den Kreis der Betrachtung gezogen. Zu 
dieser Wahl fiihrte uns einerseits die Uberlegung, daB bei der pflanzlichen 
Peroxydase ein Zusammenhang mit pflanzlichen Porphyrinen nicht un- 
wahrscheinlich ist, andererseits die Beobachtung Wiilstdtters®, daBs der 
Peroxydasegehalt des Meerrettichs jahreszeitlichen Schwankungen unter- 
worfen ist und gewisse Zusammenhange mit dem Ab- und Aufbau des 
Chlorophylls erkennen 1laBt. In gleicher Richtung weisen die Befunde von 
Euler und Mitarbeitern® iiber die genetischen Zusammenhinge zwischen 


1 Wolff u. de Stoecklin, C. r. Acad. Sciences Paris 146, 1217, 1908; 147, 
1489, 1908; 149, 424, 1909; Baudisch, diese Zeitschr. 106, 134, 1920; Kuhn 
u. Brann, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 59, 2370, 1926; Hoppe-Seylers Zeitschr. 
168, 127, 1927; Kuhn, Brann, Seyffert, Furter, Ber. 60, 1151, 1927; Brann, 
Dissertation ETH Ziirich 1928; Euler, H. Nilsson, Runehjelm, Sv. Kem. 
Tidskr. 41, 85, 1929; Simon u. Reetz, Liebigs Ann. 485, 73. 1931: weitere 
Angaben bei Kuhn, Hand, Florkin, Hoppe-Seylers Zeitschr. 201, 260, 1931. 

2 Euler, Zeile, Hellstrém, Sv. Kem. Tidskr. 42, 74, 1930; Zeile, Hell- 
strom, Hoppe-Seylers Zeitschr. 192, 171, 1930. 

% Zeitschr. f. physiol Chem. 201, 260, 1931. 

4 Biochem. J. 26, 10, 1932. 

5 Willstadtter u. Pollinger, Untersuchungen iiber Enzyme, 8. 516. 
Berlin, Springer, 1928 (Tabelle); vgl. auch die Beobachtungen an keimender 
Gerste, lc. S. 521. 

® Hereditas XIII, 1929; Zeitschr. f. physiol. Chem. 182, 205, 1929; 
183, 113, 1929; 203, 165, 1931. An anderem chlorophylldefektem Material 
(infektiés chlorol. Blatter von Abutilon striatum) haben Euler, Gard und 
Rislund die Frage des Zusammenhangs von Peroxydase und Chlorophyll 
angeschnitten (Zeitschr. f. physiol. Chem. 203, 165, 1931). Zusammenhange 
konnten nicht festgestellt werden. 
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Chlorophyll und AKatalase bei keimender Gerste. Zur Charakterisierung 
der ,,Peroxydaseahnlichkeit** der Katalysatoren zogen wir die Optima der 
Wasserstoffionen- und der Wasserstoffsuperoxydkonzentration heran. 

Willstdtter und Weber! haben festgestellt, daB fiir die Wirksamkeit 
von Hamin, Hamoglobin und Peroxydase hohe H,O,-Konzentrationen 
schadlich sind. Da andererseits die durch einen Katalysator pro Zeiteinheit 
umgesetzte Substratmenge mit der Konzentration der Reaktionsteilnehmer 
wiachst, ergibt sich aus diesen divergierenden Funktionen die Begriindung 
fiir das Vorliegen eines Optimums der H,O,-Konzentration. — Willstdtter 
und Weber kamen zu der Anschauung, dab sich ein Komplex aus Katalysator 
und Wasserstoffsuperoxyd bildet, der eine bestimmte Bindungsfestigkeit 
besitzt und durch einen weiteren Reaktionsteilnehmer, das Substrat, 
gesprengt wird. Wenn wir also zur Charakterisierung der von uns unter- 
suchten Katalysatoren das H,O,-Optimum heranziehen, so geschieht das 
aus der Anschauung, dal in der Festigkeit des Katalysator-H,O,-Kormplexes 
unter den angewendeten Versuchsbedingungen eine fiir den Katalysator 
typische Konstante vorliegt. Die vollkommen identischen Werte, die mit 
zwel Praparaten desselben Katalysators vollkommen verschiedenen Ur- 
sprungs erhalten wurden, bieten eine gute Stiitze fiir unsere Arbeitshypothese 
(vgl. Desoxophylloerythrin-FeC], Tabelle I1T, 8.358). Die Benutzung des 
pPa-Optimums zur Kennzeichnung eines Enzymmodells bedarf wohl keiner 
besonderen Begriindung. 

Ehe wir an die Untersuchung der nach den oben genannten Gesichts- 
punkten ausgewihlten Katalysatoren herangingen, versuchten wir 
uns tber den EinfluB des am Eisen im Porphyrinkomplex gebundenen 
Halogens zu unterrichten?. Wir verglichen Chlor-?, Brom-4 und Jod- 
hamin °. 

Zur Austfiihrung der Bestimmung wurde die in der |. Mitteilung dieser 
Reihe angegebene Benzidineisessigmethode benutzt. 

Die in Tabelle 1 aus einer groben Zahl von Versuchen wieder- 
gegebenen Werte lassen keinen EinfluB des an den Porphyrin-Kisen- 
komplex gebundenen Halogens auf das H,O,-Optimum erkennen. 
Die Versuche der Tabelle I sind bei dem (fiir alle drei Hamine gleichen) 
px-Optimum ausgefiihrt worden. 

Die von uns in Modellversuchen untersuchten Porphyrin-Eisensalze, 
die nach den oben erwahnten Gesichtspunkten ausgewahlt wurden, 
sind in Tabelle II aufgefiihrt. 


! Liebigs Ann. 449, 175, 1926. 

2 Das von O. Warburg und E. Negelein, Ber. 63, 1816, 1930 beschriebene 
.grine Hamin* ist nur bei Gegenwart von Pyridin bestandig, war also 
in essigsaurem Milieu nicht zu priifen. Der Methylester ist in Eisessig 
unloéslich,. 

3 H. Fischer, Handb. d. biol. Arbeitsmethod. Abt. I, Teil 11, 8S. 170, 
1926. 

4 Kiister, Zeitschr. f. physiol. Chem. 91, 115, 1914; H. Fischer, A. Treibs 
u. AK. Zeile, ebenda 193, 138, 1930. 

5 L. Brann, |. ¢., und zwar 8. 108; H. Fischer, A. Treibs u. K. Zeile, |. ¢. 
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Tabelle I. 

Bestimmung des H,O,-Optimums von Cl-, Br- und J-Hamin. 
Icem 1°,ig. Benzidinlésung' in Eisessig, @ mg H,O, in 2 cem Wasser, 
4cem 5°, Pyridin enthaltende wisserige Katalysatorlésung 0.2 y Fe. 

Reaktionsdauer: 3 Minuten. 





Katalysatoren (aus Rinderblut) 
amg H.O» . aman Ue : — - 
Cl-Himin Br-Hamin J-Haimin 


7,5 43 54 89 
15 107 81 109 
30 134 102 143 
60 143 125 156 

100 145 109 156 
209 111 90 _ 


Die Werte der Tabelle stellen die bei der Kolorimetrie gegen die 
Standardvergleichsl6sung erhaltenen Intensitaéten dar. 


Tabelle II. 

Als Modelle untersuchte FeCl-Porphyrinkomplexe. 
Phiophytin (@ + 6)? (Phytyl-Phaophorbid). 
Methylphaophorbid (a + b)3. 
Phaophorbid (a + 6)4. 
Phaophorbid 6°. 
Phylloerythrin (aus natiirlichem Material gewonnen) ®: 7. 
Desoxophylloerythrin (aus natiirlichem Material gewonnen®. 
Desoxophylloerythrin (synthetisch) *. 


! Fiir die Uberlassung reinsten Benzidins sind wir der Firma Schering- 
Kahlbaum A.-G. zu gr6é6Btem Dank verpflichtet. Die Firma E. Merck stelite 
uns Perhydrol zur Vertiigung, wofiir wir ihr auch an dieser Stelle unseren 
ergebensten Dank aussprechen méchten. 

* Kunz, Morneweg u. Miiller, Zeitschr. f. physiol. Chem. 199, 109, 1931. 

3% Dargestellt durch Eiseneinfiihrung nach H. Fischer, A. Treibs u. 
K. Zeile, ebenda 195, 1, 1931, aus Methylphaéophorbid (a + 6) (Willstdtter 
u. Stoll, Chlorophyllbuch 8. 280). 

4 Aus Phiophorbid (a + 6) (H. Fischer, Liebigs Ann. 490, 37, 1931). 
analog der von O. Warburg fiir das Phéiophorbid-b-Eisensalz (Ber. 64, 682, 
1931) angegebenen Vorschrift. 

5 Fiir die liebenswiirdige Uberlassung des Praparates an den einen von 
uns (H. W.) sind wir Herrn Prof. O. Warburg zu gréBtem Dank ver- 
pflichtet. 

6 Wir méchten auch an dieser Stelle Herrn Geheimrat H. Fischer fiir 
die freundliche Uberlassung der drei folgenden Praparate an den einen von 
uns (H. W.) unseren ergebensten Dank aussprechen. 

? H. Fischer, L. Filser, W. Hagert u. O. Moldenhauer, Liebigs Ann. 490, 
1, 1931. 

8 H. Fischer u. R. Badumler, ebenda 480, 197, 1930; H. Fischer u. 
J. Riedmaier, ebenda 497, 181, 1932. 

9 H. Fischer u. J. Riedmaier, ebenda 490, 91, 1932; 499, 288, 1932. 











lie 


iq- 
Ite 
en 


'~ 








Peroxydatische Wirkung. ITI. 357 


Da die Bedeutung des Eisens fiir die Peroxydase nach den Angaben 
der Literatur gesichert scheint, haben wir nur die Eisensalze der Por- 
phyrine untersucht. Ihr Verhalten bietet uns die meiste Aussicht, 
tiickschlisse auf die Natur des Ferments zuzulassen. Das Phaophytin- 
FeCl entsteht aus dem Chlorophyll (Phaophytin-Mg) durch schonende 
Entfernung des Mg und vorsichtige Einfiihrung von FeCl, so da®B das 
Porphyrinskelett unangegriffen bleibt. Das Verhalten des Methy!- 
phaophorbid-Eisensalzes war von Interesse fiir die Frage, ob die Ver- 
esterung einer Carboxylgruppe des Phaophorbids mit Phytol einen 
spezifischen EinfluB auf die katalytischen Eigenschaften eines Phio- 
phorbidesters hat oder ob die Veresterung an sich (mit einem beliebigen 
Alkohol) das besondere Verhalten des Phaophytin-Eisensalzes bestimmt. 
Das Komplexsalz des Phiophorbids, d.h. der freien Tricarbonsaure, 
wurde aus demselben Grunde untersucht. Wir haben von diesem Kérper 
sowohl das Eisensalz des Gemisches der Komponenten a und 4, als auch 
das Salz der reinen Komponente 6 untersucht und keinen Unterschied 
in ihren katalytischen Leistungen gefunden. Da dieser Vergleich zeitlich 
vor den iibrigen Versuchen angestellt worden ist. verzichteten wir darauf, 
von den tbrigen untersuchten Salzen die beiden Komponenten @ und } 
getrennt zu prifen. Wir benutzten vielmehr die Salze des Gemisches 
der beiden Komponenten in ihrem natiirlichen Mischungsverhaltnis. 
Im Phylloerythrin (I) und im Desoxophylloerythrin (I1) liegen nach 
den Untersuchungen von H. Fischer und Mitarbeitern (1. c.) dem 
Chlorophyll nahestehende Abbauprodukte vor, deren Untersuchung 
von besonderem Interesse war, weil ihre Konstitution heute durch die 


Synthese gesichert ist. 


* a 5 H.C vee CH, HC i H,C fas 
| 
| = we 
d Sy "A Pynt Sy""\ 
i CH CH CH 





\ \ 
\NH = _/ \ NS ig N / 
| | 











] | rn | I 1] 
4 \ bale} { CH, ui 


CH,  C,H,.COOH SCO CH, CHy —C,H,.COOH ~CH, CH, 
cf H 


Zur Untersuchung der Katalysatoren stellten wir uns (Versuche | bis 8) 
Lésungen derselben in Kochsalz gesattigtem Eisessig her, die 0,5 7 Fe pro 
Kubikzentimeter enthielten. In den Versuchen | bis 3 wurden die Molekular- 
gewichte und daraus der Eisengehalt auf Grund der Angaben der Literatur 
iiber das Verhaltnis der Komponenten in den natiirlichen Ausgangsmaterialen 
errechnet. Zur Bestimmung der H,O,-Optima wurden in einer Versuchs- 
reihe (meistens sechs Glaser) verschiedene Mengen H,O, in gleichen Volu 
mina zu sonst vollkommen identischen Ansétzen gegeben und gegen die 
intensivst gefarbte Lésung kolorimetriert. Um die unter optimalen Be- 
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Tabelle Ill. 





Optimum 
Nr. Katalysator ——---— -- -- - I 
Pu Hy Op» 
1 Phiophytin-FeClh 2.2... 86 | oe, + a 
2 Methylphaophorbid-FeCl. 2... 3,6 15 59 
3 Phaophorbid-FeCl (a+b)... . 3,2 11 92 
4 Phaophorbid-FeCl (6)... 2 . . 3,2 11 97 
5 Phylloerythrin-FeCl. 2... 2... 3,2 15 87 
6 Desoxophylloerythrin - FeCl (aus 
tS er 3,2 69 131 
7 Desoxophylloerythrin - Fe Cl (syn- 
CS Se es ee we 3,2 60 132 
8 a ee a 3,6 90 114 
POPORyGMNG. © 66 6 wee 3,6 etwa 600 * ns 


* Zur Berechnung dieses Wertes vgl. S. 360. 


dingungen (pq und H,O,-Konzentration) erhaltenen Farbintensitaten ver- 
gleichen zu kénnen, wurde gegen die Standardvergleichsl6sung (l.c. 1, 8.293) 
kolorimetriert und die in Tabelle III in der mit ,,I°* bezeichneten Spalte 
enthaltenen Werte gefunden. 
Zur Bestimmung der px-Optima wurde folgender Versuchsansatz 
gewahlt : 
Tabelle IV. 








pa shannon — = Eisessig " NaQOC Wasser H, Og Kataly- 
Nr. eoaal , .CH : slid sator ? 
Eisessig Puffer * 3 PH 
ecm ecm ecm ecm ecm cem 
I — 1 — 2 2 2 1 3,6 
II — 1 1 2 1 2 1 3,24 
III — 1 1 1 2 2 1 3,03 
IV. oo 1 l — 3 2 1 2.56 
V 1 — — 4 2 1 2,05 


* Puffer: 25 cem Eisessig + 50 cem n Natriumacetat mit Wasser auf 100 cem gebracht. 


Die Messung der in der letzten Tabellenspalte angegebenen py-Werte 
erfolgte elektrometrisch. Zur Messung wurde die H,O,-Lésung durch das 
gleiche Volumen Wasser und die Katalysatorlésung durch reinen Eisessig 
ersetzt. 

Die experimentellen Daten, deren Ergebnisse in Tabelle IIT wieder- 
gegeben sind, sind Abb. 1 zu entnehmen. Es ist zu erkennen, daB die 
pu-Maxima ziemlich ausgepragt sind. 

Vor der Diskussion der Ergebnisse méchten wir hervorheben, 
daB die Versuche 2 bis 8 untereinander vollkommen vergleichbar sind, 
da sie mit gleichen molaren Mengen des Katalysators ausgefiihrt worden 
sind und auch die tbrigen Versuchsbedingungen identisch gehalten 
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wurden. Es ware wichtig gewesen, den ,, Himin-Eisengehalt**! der von 
uns benutzten Peroxydaselésungen zu kennen. Doch standen die zu 
dieser Bestimmung erforderlichen Apparate nicht zu unserer Verfiigung, 
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Pxr-Uptima der Katalysatoren. 
(Die Kolorimetrie erfolgte stets gegen das intensiyst gefarbte Rohr der Untersuchungsreihe, 
dessen Intensitit / = 100 gesetzt wurde.) 


und unsere Angaben iiber die Konzentration der untersuchten Peroxy- 
daselésungen miiBten sich auf die Angabe der PE. cem bzw. PBE. ccm 


beschranken. R. Kuhn, D. B. Hand wnd M. Florkin (1. ¢.) geben 


Tabelle V. 








1 2 3 4 5 6 
Peroxydase- Trockengewicht Trockengewicht — A — 
priparat in leem PE./eem pro PE, ~Hamin-Fisen Fe PE 
Nr. mg ? % 0 
6 11,8 49,1 294 0.0090 0,026 
10 28,1 48,0 585 0.0052 0,030 
14 22,3 24,1 925 0,0033 0,930 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 201, 260, 1931. 
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(S. 260) in einer Tabelle fiir drei Peroxydasepriparate verschiedenen 
Reinheitsgrades die hier in Tabelle Vo nochmals gebrachten Daten 
(Spalte 1, 2. 8, 5).  Hieraus berechnen wir (Spalte 4) das Trocken- 
gewicht pro PE. und den fiir 1 PE. entfallenden Eisengehalt (Spalte 6). 
Es la Bt sich also aus den Auhnschen Werten mit befriedigender Konstanz 
der Wert von 0,03 y Fe fiir 1 PE. berechnen, obgleich die P. Z. der 
Praparate von 1080 bis 3400 variieren. Wenn auch nicht tibersehen 
werden soll, daB auch die auf spektrometrischem Wege ermittelten 
Werte von Kuhn nur approximative sein kénnen, so geniigen sie doch, 
um uns eine Méglichkeit zu geben, den .,Hamineisengehalt™ unserer 
Peroxydaselésungen zu schatzen. Wir machen dabei die Annahme, 
dal3 das Verhaltnis Fe: PE. konstant ist, eine Annahme, die berechtigt 
sein muB, wenn man ein Eisenporphyvrin als Triger der katalytischen 
Wirksamkeit annimmt und fernerhin die Peroxydase als ,,vollaktiviert™ 
betrachtet. 

Cbhernehmen wir den Wert 0,03 y Fe PE., so ergibt sich fiir das 
H,O,-Optimum unserer Peroxydaselésungen folgende  Berechnung: 
Im Beispiel unserer ersten Mitteilung (1. c.) gaben 4 cem Peroxydase- 
lésung (0,013 PE. cem, also zusammen 0,05 PE.) optimale Farbinten- 
sitat mit 19mg H,O,.0,05 PE. entsprechen, bei 0,03 y Fe PE., 
00015 y Fe. Beziehen wir, wie es bei den untersuchten Porphyrinen 
geschehen ist, auf 0,5 y Fe, so erhalten wir ein H,O,-Optimum der 
Peroxydase von etwa 600mg H,O, 0,5 y Fe. Wir machen hierbei 
die Annahme, daB eine derartige Rechnung auch bei Lésungen zulissig 
ist, in denen die Reinigung des Enzyms nicht sehr weit getrieben ist, 
Hierzu berechtigt uns der Befund von Wollstdtter und Pollinger!, dah 
das H,O,-Optimum unabhaingig von der Reinheit der untersuchten 
Priparate ist. DaB wir das H,O,-Optimum bei anderen Konzen- 
trationen finden als Willstdtter, Kuhn und andere Beobachter, ergibt 
sich selbstverstandlich aus der Verschiedenheit der —benutzten 
Substrate. 

Vergleicht man nunmehr die Ergebnisse unserer Versuche, so 
erkennt man, da mit abnehmender Verwandtschaft zum Chlorophyll 
die H,O,-Optima der Eisensalze der Porphyrine zunehmen. Das 
héchste H,O,-Optimum besitzt das Himin mit 90 mg H,O, unter den 
Bedingungen unseres Priifansatzes. 

Wir méchten daher annehmen, daB das der Peroxydase zugrunde 
liegende Porphyrin dem Typ des Hamins angehort, nicht dem des Chloro- 
phylls. Hierfiir spricht auch, daB bekanntlich Chlorophyll und seine 
ersten Abbauprodukte keine Hiamochromogenspektren geben. — Erst 


! Liebigs Ann. 449, 156, 1926. 
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bei weitergehendem Abbau geben Chlorophyllderivate Hamochromogen- 
spektren!, 

Von Interesse ist die Beobachtung, dab das Methylphaophorbid- 
FeCl sich im H,O,-Optimum wesentlich vom Phaophytin-FeCl unter- 
scheidet (Versuch 1 und 2). Wahrend, wie Versuch 3 und 4 zeigen, 
die Veresterung an sich eine Verschiebung des py-Optimums von 3,2 
auf 3.6 verursacht, oline daB sich sagen lieBe, daB ein Alkohol besonders 
zu dieser Verschiebung geeignet ist, l4Bt das H,O,-Optimum einen 
spezifischen EinfluB der alkoholischen Komponente erkennen. — Die 
Veresterung des Phaophorbid-FeCl mit Phytol driickt das H,0,- 
Optimum erheblich herab, wahrend Methylalkohol sogar eine geringe 
Erhéhung des Optimums verursacht, von Ll auf 15 mg H,Q,. 

Betrachten wir Versuch 5 und 6 bzw. 7, so sehen wir den groben 
EinfluB, den ein relativ geringer konstitutioneller Unterschied zweier 
Katalysatoren auf ihr H,O,-Optimum ausiibt. Der Befund, dab Des- 
oxophylloerythrin, das aus natiirlichem Material gewonnen worden ist, 
und solches, das synthetisch hergestellt worden ist, derartige Cberein- 
stimmung in ihren Konstanten zeigen besonders sei hingewiesen auf 
die CUbereinstimmung der ,,/"°-Werte, die NB. in’ mehrmonatlichem 
Abstand bestimmt worden sind — , war angesichts der Fehlergrenzen, 
mit denen gewohnlich kolorimetrische Methoden behaftet sind, aus- 
gesprochen erstaunlich. Es sei ibrigens ausdriicklich erwahnt, dal alle 
Werte der Tabelle II einer groBen Anzahl von Versuchen entnommen 
sind, die zur Cherpriifung der Reproduzierbarkeit angestellt wurden. 

Hamin besitzt von den untersuchten Katalysatoren die geringste 
chemische Verwandtschaft zum Chlorophyll und zeigt den kleinsten 
Unterschied im H,O,-Optimum gegeniiber dem rechnerisch ermittelten 
der Peroxydase. Welchem EinfluB die Verschiebung des py-Optimums 
nach 3.6 zuzuschreiben ist, laBt sich nicht entscheiden?. 


1 Nach Abschlu®! vorliegender Untersuchung hatte der eine von une 
Fritz Reuter) dank der Liebenswiirdigkeit von Geheimrat HH. Fischer, dem 
wir an dieser Stelle nochmals bestens danken mochten, Crelewenheit, 2.1 
kontrollieren, ob sich unter den Bedingungen, bei denen Auhn ein Hameo 
chromogenspektrum der reduzierten Peroxydase erhielt, beim Phaophytin 
eisensalz ein Hamochromogenspektrum erhalten labt. Die Versache ver 
licfen, wie zu erwarten, negativ. 

2 In unserer I. Mitteilung (1. ¢.) hatten wir bei der Untersuchuny 
des Hamins gefunden, da®B optimal eine ungepufferte eisessigsaure Benzidin 
losung ist. Wir hatten damals Hamin in 5°, Pyridin enthaltender wisserige: 
Lésung untersucht. Wir nehmen an, da®B diese Pyridinmenge zu einer 
starken Pufferung bzw. py-Verschiebung ausreicht. Auf elektrometrischem 
Wege konnten wir das py einer derartigen Losung nicht messen, da dit 
Elektrode vergiftet wird. Der Wert der Tabelle [11] wurde mit einer kochsalz 
yesattigten Eisessiglésung bestimmt, um mit den iibrigen Katalysatoren 
vergleichstahige Werte zu erhalten. 
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Bei den von uns untersuchten Katalysatoren war die geringe 
katalytische Aktivitét auffallend, wenn wir den nach Kuhn! roh ge- 
schitzten ,,Hamin-Eisen‘*-Gehalt der nativen Peroxydasepraparate 
mit dem unserer Katalysatoren verglichen. Hierfiir sind zwei Griinde 
denkbar: Die untersuchten Katalysatoren sind zwar Modelle fiir die 
,,wirksame Gruppe“ des natiirlichen Enzyms, nicht aber fiir das Enzym 
selber, d.h. der Komplex ,,Trager + Katalysator*‘ hat eine Aktivitat 
héherer GréBenordnung. Hiermit wiirde man dem Trager eine akti- 
vierende Wirkung zuschreiben. Da dieser Fall zu erwagen ist, zeigte 
C. Schuster®, der fand, daB bei Katalysatoren auch ,,der inaktiven 
Oberfliche eine entscheidende Bedeutung zukommt*. Die andere 
mégliche Ursache ist die, da der Katalysator allein oder auch der 
Trager-Katalysatorkomplex noch zur Entwicklung der vollen Aktivitat 
einen Aktivator braucht, Verhaltnisse, wie sie beim Kathepsin und Gluta- 
thion vorliegen. 

Kuhn und Meyer*® konnten zeigen, daB Phosphathimin zwar die 
Oxydation von Benzaldehyd beschleunigt, daB aber Pyridinhimin weitaus 
wirksamer ist. Sie nehmen zur Erklaérung eine Aktivierung durch eine 
N-haltige Substanz an. Fir die natiirliche Peroxydase nimmt Auhn! 
ebenfalls eine Aktivierung durch N-haltige Substanzen an, ohne dai man 
sich aber tiber den Mechanismus dieser Aktivierung konkrete Vorstellungen 
machen kénnte. Da®B N-haltige Substanzen eine ausgesprochene und 
spezifisch aktivierende Wirkung auf peroxydatische und katalatische 
Katalysatoren ausiiben, ist in letzter Zeit verschiedentlich* gezeigt worden. 

Wir haben unsere oben genannten Katalysatoren daraufhin unter- 
sucht, welchen EinfluB8 die Anwesenheit N-haltiger K6érper auf die 
Reaktionsgeschwindigkeit hat. Wir haben vorerst hierzu einfache 
Aminosduren und Dipeptide herangezogen, da_ einerseits keinerlei 
Anhaltspunkte dafiir vorlagen, in welcher Koérperklasse der bei der 
Peroxydase vermutete Aktivator zu suchen ist, andererseits wir mit 
diesen Substanzen keine py-Verschiebungen in unseren Priifansatzen 
zu befiirchten hatten. Pyridin und Chinolin zeigten zwar in quali- 
tativen Versuchen Aktivatorwirkung, verursachten aber auch schon 
in geringen Konzentrationen in unseren Prifansatzen py-Verschiebungen. 
Fiir die Untersuchung von ,,Bastarden** aus Globin und Eisen-Komplex- 
salzen von Chlorophyliderivaten® was das in unseren Priifungsansitzen 
vorliegende stark essigsaure Milieu nicht geeignet. 


Zeitschr. f. physiol. Chem. 201, 260, 1931. 
* Angew. Chem. 45, 657, 1932. 
Naturwissenschaften 16, 1028, 1928. 
Langenbeck u. Mitarbeiter, ebenda 20, 124, 1932; Ber. 65, 842, 1750, 
1932; Kurt G. Stern, Hoppe-Seylers Zeitschr. 215, 35, 1933. 
5 Warburg u. Negelein, diese Zeitschr. 244, 9, 1932. 
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Die Ergebnisse sind in der Tabelle VI zusammengestellt. 


Tabelle VI. 





Glykokoll 
Harnstoff 
Taurin 
1-Leucin 
1-Tyrosin 
Histamin 
1-Cystin 


Kreatin 


1-Tryptophan 


Hami {A 119 110 115 ) > 132 120 
— iB 107 95 91 102 60 82 122 125 
Phaophorbid- |A 108 76 92 § 100 88 § 95 
(a+ b)-FeCl §{B 110 98 103 ; Sl 66 9s 
Phaiophorbid-b- |A 105 100 95 5 103 49 95 46 
FeCl {B 118 | 122 | 123) 1: - | 108 67 | § 89 98 103 
Phaophytine |A 96 75 94 : 98 94 100 95 GD 
(a+b)-FeCl {|B 100 100 83 100 85 ) 77 9 SS 
Methylphaophor- |A 102 100 100) 8 99 53 59 — 90 108 
bid-(a + })-FeC] |B 100 99 99 ; 95 65 67 —_ 81 102 


Phylloerythrin- !A 102 90 9S YI 1115 85 S680 143 


5 
FeCl 1B 106 107 100 102 98 43 100 109 91 103 


Desoxophyllo- |.|A 90 96 94 85 — — 44 8&3 8&8 100 100 100 
erythrin-FeC1(II){/B 100 105 91° 98 — Y98 53 98 OS ST BH YS 


Die Versuche wurden so ausgefiihrt, dal in den oben fiir jeden einzelnen 
Katalysator als optimal angegebenen Ansaétzen 1 ccm Wasser durch | cem 
Aktivatorl6sung ersetzt wurde. Als letzte Komponente, unmittelbar vo 
der Zugabe des Katalysators, wurde das Wasserstoffsuperoxyd zugefiigt. 
um eventuelle Nebenreaktionen tunlichst auszuschalten. Von allen Aktiva- 
toren wurden n/10 Lésungen benutzt, nur von Tyrosin eine bei Zimmer- 
temperatur gesattigte Lésung. Die Kolorimetrie erfolgte gegen das dunkelste 
Roéhrchen der betreffenden Untersuchungsreihe. Um die Werte vergleichs- 
fahig zu halten, wurde stets ein Réhrchen gleichzeitig mit untersucht, wo 
der Aktivator durch das gleiche Volumen Wasser ersetzt war, und seine 
Intensitaét gleich 100 gesetzt. Hierauf wurden die Intensitaten der iibrigen 
Rohrchen entsprechend umgerechnet. Diese Werte sind in der Tabelle VI 
angegeben. Die Kolonnen A und B&B bringen die Ergebnisse vollkommen 
identisch angesetzter Reihen wieder, um die Reproduzierbarkeit der Werte 
beurteilen zu lassen. 

Wir méchten aus diesen Werten keine weitgehenden Schliisse 
ziehen. Die Reproduzierbarkeit ist schlechter, als es der verwendeten 
kolorimetrischen Methode entspricht. 

Tyrosin zeigt gegen Hamin eine eindeutig aktivierende Wirkung: 
weniger ausgepragt ist seine Wirkung auf Phylloerythrin-FeCl. Gegen- 
tuber den anderen Katalysatoren zeigt es sich wirkungslos. Glykokoll 
scheint auf eine ganze Reihe von Katalysatoren aktivierend zu wirken. 
Unerwartet ist der Befund, daB Tryptophan generell als Hemmungs- 
kérper wirkt. Trotz dieser beiden zuletzt angeftihrten Beobachtungen 
méchten wir annehmen, daB jeder der Katalvsatoren einen Aktivator 
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sui generis erfordert, daB also auch hier, bei eingehenderen Versuchen. 
eine Spezifitat zu finden sein wird. Angesichts der aufschluBreichen 
Erkenntnisse, die man aus den Hemmungs- und Aktivierungserschei- 
nungen in der Fermentchemie gewonnen hat, erscheint dieser Weg 
wohl auch fir derartige Katalysatoren gangbar 


Ill, 

Im Verlauf dieser Untersuchung und anderer Arbeiten haben wir 
einige substituierte Benzidine hergestellt und auf ihre Eignung als 
Substrate fiir peroxydatisch wirksame Kérper untersucht. Es war 
von Interesse, festzustellen, ob eine negative Substitution am Ring 
oder am Stickstoff zu einer Verringerung der Angreifbarkeit fiihrt. 

Die Versuchsanordnung war folgende: Von dem Substrat wurde eine 
Lésung in Eisessig hergestellt, eine mittler2 Menge H,O, zugesetzt und eine 
kochsalzgesattigte Lésung eines Katalvsators, <. B. Hamin. in Eisessig 
zugefiigt. Wenn auch unsere oben beschriebenen Versuche ergeben hatten, 
daB diese Bedingungen nicht giinstig fiir die Reaktion sind. so waren wir 
doch hierzu gezwungen, weil die Substrate bei geringerer Aziditat nicht 
in Lésung zu halten waren. Wir konnten uns aber an Benzidin und o-Tolidin 
iiberzeugen, da6S auch unter derartigen Bedingungen qualitativ bei An- 
wendung gentigender Katalysatorkonzentrationen die Reaktion deutlich 
erkennbar verlauft (Farbung). 

Die Substrate sind in Tabelle VII zusammengestellt. Angreifbarkeit 
oder Nichtangreifbarkeit sind durch (—) oder (—) angegeben. 

Wir méchten beziiglich der Folgerungen, die wir aus der Angreif- 
barkeit des Monoacetyl-o-tolidins und der Nichtangreifbarkeit des Di- 
und Tetraacetyl-o-tolidins ziehen, auf die zweite Mitteilung dieser 


Reihe! verweisen. : 
Tabelle VII. 





Nr. Substrat Ergebnis 
1 3.5.3’, 5'-Tetrabrombenzidin . ‘ -- 
2 2.6.2’.6'-Tetrabrombenzidin .. . — 
3 3, 3’-Dibrom-o, tolidin. . . . . _ 
+ N-Monoacetyl-o-tolidin . ‘ _ 
5 N. N’-Diacetyl-o-tolidin? aa — 
6 N, N’-Tetraacetyl-o-tolidin . . _ -- 


Das negative Ergebnis, was wir mit 3. 5, 3’, 5’-Tetrabrombenzidin 
erhielten, stellt eine Analogie zu dem Befund von Schlenk? dar, 
der diesen K6rper mit FeCl, nicht zu einem blauen merichinoiden 
Ammoniumsalz oxydieren konnte. Wahrend das 3, 3’-Dibrom-o- 
tolidin (l.c.) sich mit FeCl, gut oxydieren laBt. konnten wir unter 


1 Liebigs Ann. 500, 61, 1932, und zwar 3S. 65—#b. 

2 Cain, J. chem. Soc. London 95, 717, 1908; Willstaedt, Reuter, Zirm, 
Liebigs Ann. 500, 61. und zwar 8S. 69, FuSnote I. 

® Liebigs Ann. 363, 313, 190s. 
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unseren Versuchsbedingungen keine Einwirkung _feststellen. Wir 
méchten diesem Befund keine weitere Bedeutung beimessen, da ja 
sicherlich die Oxydationskraft peroxydatisch wirksamer Korper ge- 
ringer ist als die rein chemischer Oxydationsmittel, wie Schlenk sie be- 
nutzte. Die Unangreifbarkeit des 2, 6, 2’, 6’-Tetrabrombenzidins ist 
eine Analogie zum Verhalten der in 2- oder 6-Stellung substituierten 
Benzidine, bei denen Schlenk zeigen konnte (1. c.), daB sie auch der 
rein chemischen Oxydation Widerstand leisten. 


Darstellung von 2, 6, 2’, 6’-Tetrabrombenzidin. 

2, 6-Dibrom-4-Nitranilin wurde zu 3, 5-Dibromnitrobenzol desaminiert '. 
Die Reduktion zum Hydrazobenzol lieB sich glatt nach der Vorschrift des 
.Gattermann-Wieland*** durechfiihren. Zur Umlagerung des Hydrazobenzols 
in das entsprechende Benzidin wurde I] Stunde in einem Gemisch aus 
gleichen Teilen Alkohol und Salzséure (1,19) gekocht. Die beim Ab- 
kiihlen ausfallenden Kristalle wurden aus Dioxan umkristallisiert. Schmelz- 
punkt 237 bis 238° (unkorr.). Zum Beweis, daB die Umlagerung statt- 
gefunden hat, wurde eine Probe diazotiert und mit Naphthionsdure ge- 
kuppelt, wobei ein tiefroter Farbstoff vom Kongotyp erhalten wurde. 

4.943 mg Substanz: 3,783 mg AgBr; 
9,035 ., * 4.279 ., BaSOQ,. 
C29 Hoy OgNgS, Bry. Ber.: Br 33,06, 8 6,61*. 
Get.: Br 32,57, 58 6,51. 
Darstellung von 3, 3’-Dijodh ydrazobenzol, 

Als Substrat fiir die oben erwaihnten Versuche sollte auch 2, 2’-Dijod- 
benzidin herangezogen werden. Wir konnten aber mit den _ iiblichen 
Methoden die Umlagerung des Hydrazobenzols nicht herbeifiihren. Nicht 
einmal stundenlanges Kochen mit alkoholischer oder wisseriger rauchender 
Salzsaure fiihrte in nachweisbarer Menge zu einer Umlagerung. Es liegt mit 
groBer Wahrscheinlichkeit ein sterischer Effekt vor, der sich aus der groben 
Raumbeanspruchung des Jodatoms erklirt. Bei jodierten Biphenylderivaten 
ist die groBe Raumbeanspruchung des J schon festgestellt worden ®. 

Das 3, 3’-Dijodhydrazobenzol, das von Gabriel* auf anderem Wege 
gewonnen worden ist, wurde aus m-Jodnitrobenzol durch die tbliche 
Reduktion mit Zinkstaub in alkalischer Lésung dargestellt. 

CigHipeN3Jq- Ber.: C 33,0%, H2,3%, N6,42%, J 58,2%. 

Gef.: C 33,23%, H 2,06%, N 6,54%, J 57,05 %, 
C 32,98%, H 2,10%, N 6,45%, J 57,53 %°*. 


Den technischen Assistentinnen Frl. Erna Poewer und Frl. Emma 
Schneider mochten wir fiir vielfach geleistete Hilfe bei diesen Untersuchungen 
nochmals bestens danken. 


1 Vol. H. Willstaedt u. F. Reuter, J. pr. Chem. (2) 185, 211, 1932. 

* Die Praxis des organischen Chemikers, Berlin-Leipzig 1933, S. 177. 

* Analysen: Mikrochemisches Laboratorium Dr. .W. Engel-Berlin. 

3 Vgl. die Berechnungen von Lesslie u. Turner, J. chem. Soc. London 
1932, S. 2021. 

* Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 9, 1410, 1876. 
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Dilatometrische Untersuchungen 
bei der Spaltung von Eiweibkérpern und ihren Bausteinen’. 


Il. Mitteilung: 
Spaltung von Ovalbumin und Casein. 


Von 
P. Rona und H. Fisehgold. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Institutes der Universitat 
Berlin.) 


(Eingegangen am 21, Mdrz 1933.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Dilatometrische Untersuchungen bei der Spaltung von Eiweib- 
kérpern sind von Galeotti? ausgefiihrt worden. (Galeotti verfolgte die 
Spaltung von Eieralbumin, Milch, Serum, Witte-Pepton durch Trypsin 
und fand rein qualitativ eine Volumenabnahme. Uns kam es bei unseren 
Versuchen darauf an, die Volumenanderung in Beziehung zu der auf 
anderem Wege quantitativ erfaBbaren Spaltung zu setzen. 

Wie bei der Spaltung der Dipeptide? wurde die dilatometrische 
Untersuchung des EiweiBabbaues auf die Falle beschrankt, in denen 
der Ionisationszustand des Substrats eindeutig und quantitativ leicht 
faBbar ist, d. h. bei stark saurer oder stark alkalischer Reaktion. Diese 
Bedingungen sind bei der Pepsinspaltung und bei der Spaltung durch 
Alkalien erfillt. 


Als Substrat verwandten wir Casein (Hammarsten) und Ovalbumin 
(teils von uns hergestellt, teils ein kaufliches Praparat). Als MaB det 
Spaltung wurde wieder vorwiegend die Zunahme der NH,-Gruppen_ be- 
nutzt. Die dilatometrische Technik war die gleiche, die in der ersten Mit- 
teilung und in friiheren Arbeiten® beschrieben ist. Die NH,-Gruppen- 
bestimmung wurde zum Teil nach van Slyke (in der Mikroform) ausgefiihrt. 
Hierbei benutzten wir die von Zirm* angegebenen GefaBe. die am Des- 
aminierungsgefaB einen kleinen. durch einen Hahn verschlieBbaren Zulaufs- 


1 Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 


Wissenschaft. 
? Galeotti, Zeitschr. f. physik. Chem. 76, 105, 1911. 
3 Vgl. erste Mitteilung, diese Zeitschr. 261, 66, 1933. 
4 Zirm, ebenda 243, 310, 1931. 
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trichter tragen, der eine bequeme Zugabe von einigen Tropfen Oct ylalkohol 
zur Verhinderung des Schaiumens gestattet. 

Die stark sauren Lésungen wurden vor der Desaminierung neutralisiert ; 
die alkalischen Lésungen, die nicht mehr als 1,5 n Alkali enthielten, wurden 
ohne weiteres untersucht. 

Als zweite Bestimmungsmethode der NH,-Gruppen wurde die Titration 
nach Linderstrém-Lang' angewandt. Vorgelegt wurden in der Regel 3 cem 
wasserige Lésung + 45cem Aceton. Indikator: x-Naphthylrot. 3 Tropfen 
0.1 °oig. alkoholische Lésung. Titrationsfliissigkeit n/20 alkoholische Salz 
siure oder Natronlauge. Die Titration wurde annahernd bis zu einem 
Farbton vorgenommen, den 3 Tropfen 0,1 °oig. x-Naphthylrotl6sung in 
50 cem eines Acetatpuffers vom py 4,8 ergeben. Obgleich die Uberein- 
stimmung der Farbnuancen in Titrations- und Vergleichsl6sung nur mangel- 
haft ist und noch durch die reichliche Niederschlagsbildung weiter er- 
schwert wird, gelingt es doch bei einiger Ubung, bei Tageslicht auf einen 
bestimmten Farbton zu titrieren. In einigen Versuchen wurde die Be- 
stimmung des nicht fallbaren Stickstoffs (Rest-N) vorgenommen. Eine 
Probe der Versuchsl6sung wurde mit kolloidalemm Ejisenhydroxyd ent 
eiweiBt, und der Stickstoff im Zentrifugat nach Ajeldahl bestimmt. Ver- 
wertbare Beziehung zwischen Volumenanderung und KRest-N-Zunalime 
ergaben die Bestimmungen nicht. 

Die py-Messungen erfolgten mit der Wasserstoffelektrode. In allen 
Versuchen, die ja durchweg bel stark saurer oder bei stark alkalischet 
Reaktion vorgenommen wurden, bewegte sich das py wahrend des Keaktions- 
verlautes zum Neutralpunkt hin. Denn mit jeder gelésten Peptidbindung 
wird bei saurer Reaktion ein H’-lon, bei alkalischer Reaktion ein OH-lon 
gebunden. In der Tat konnte in einigen Fallen, in denen die py-Ausschlage 
geniigend groB waren, gezeigt werden, daB die Verminderung der H’-lonen 
bzw. der OH-lonen gréBenordnungsmaBig der Vermehrung der NH4,- 
Gruppen gleich ist. Genauere Ubereinstimmung war schon deshalb nicht 
zu erwarten, weil wir die elektrometrisch bestimmten Aktivitaten in erster 
Annaherung der Konzentration der H’-lonen gleichsetzten. Dazu kommt. 
daB bei der Spaltung natiirlich auch andere als COOH- bzw. NH,-Crruppen 
frei werden, die H’-lonen abzugeben bzw. zu binden in der Lage sind. 

I 


Aus diesem Grunde wurde auf den Versuch einer Auswertung der Ergebnisse 


verzichtet. 
Spaltung von Ovalbumin. 

Substrate. 1. Eieralbumin von Merck. 2. Selbst hergestelltes Praparat. 
Das Weibei wurde zu gleichen Teilen mit gesattigter Ammonsulfatlosung 
versetzt, der Niederschlag abfiltriert, das Filtrat bis zur Sulfattreiheit 
dialysiert und bei vermindertem Druck bei ungefahr 40° eingeengt, bis 
der Eiwei®Bgehalt ungefahr 5°, betrug. 

Pepsinspaltung. 1. Kautliches Eieralbumin (.Werckh) wurde zu ungetahr 
8°, in Wasser gelést, dann unter elektrometrischer Kontrolle mit soviel 
n Salzsaure versetzt, bis das py 1,5 betrug; die Albuminkonzentration 
der sauren EiweiBl6sung war dann 7 °jig. Als Ferment diente die 3,5 ° ize 
wasserige Lésung von Pepsin Merck. Beide Lésungen wurden getrennt 
im Wasserbad auf die Versuchstemperatur gebracht und gleichzeitig evakuiert. 
Dann wurden EiweiBblésung und Fermentlésung im Verhaltnis 6: 1 gemischt 
und in die Dilatometer eingefiillt. Als Kontrollésungen dienten Ansatze 


1 Linderstrém-Lang, Zeitschr. f. physiol. Chem. 173, 32, 1927. 
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mit Wasser statt der Fermentlésung. Die EiweiBkonzentration betrug 6% , 
die Pepsinpraparatkonzentration 0,5%). Das pq der EiweiB-Fermentlésung 
war nach der Mischung 1,75, bei Anfang der dilatometrischen Ablesung 1,86. 
Gleichzeitig mit den dilatometrischen Ablesungen wurden die N H,-Gruppen 
nach Linderstrém-Lang und das py mit der Wasserstoffelektrode bestimmt. 
Dilatometerinhalt 50 cem. Versuchstemperatur 37°. Zur Titration wurden 
3cem Versuchstlussigkeit mit 45 ccm Aceton versetzt und mit n/20 alkoho- 
lischer Natronlauge bzw. Salzséure titriert. 
Tabelle I faBt die Ergebnisse zusammen. 


Tabelle I. 





Volumeninderung 
in emm 


Zanahme von Amino-N 


in eem n/20 Titrier- 


sick Pree ane flissigkeit 12. mg N. Pu 
(fiir 3 ee Jers s- ur o0 cem er- 
Dil. 1 Dil. 2 ies ee suchslisung) 

Nach 55 Mine — 48 — 4,6 0,33 3,8 2,04 
« tee — 7,9  — 7,6 0,58 6.7 2,21 
» 2F » — 9,9 — 96 0,66 7,7 2,26 
, 312, | —129 —128 0,97 11,3 2,45 
» 430 , — 15,1 — 14,9 1,13 13,1 2,54 


Die graphische Darstellung der Beziehung zwischen Volumen- 


anderung und Aminogruppenzunahme zeigt Abb. 1. Es besteht an- 
naihernde Proportionalitat: das Aquivalent fiir die Spaltung eines 
Millimols Peptidbindungen ist eine Volumenabnahme von 16,6 emm. 
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Als Durchschnitt ergaben mehrere Versuche eine Volumenabnahme 
von 17,3emm (18,0, 18,8, 16,6) pro Millimol freigewordener N H,- 


Gruppen. 








i Se oe a a a ee ae 


Eieralbumin-( Merck)-Pepsin- 


lumeninderung und Spal- 


tung von Peptidbindungen. 


S 
any 
al 


Abb. 1. 


Spaltung. 


— ++ Beziehung zwischen 








sch 


Ett; 
4s, 








D 
oO 


hy 
S6. 


enh 


en 
1O- 


ne 


1, 





Dilatometrische Untersuchungen an Eiweibkorpern. IT. 369 


2. Analoge Versuche wurden mit dem selbst hergestellten Ovalbumin 


praparat ausgefiihrt. Die ungetahr 5° ige Albuminlésung wurde mit 
0,15 Teilen n Salzséure angesduert und mit einer 1,25 °% igen Lésung des 
Merckschen Pepsinpréparates versetzt. Die EiweiBendkonzentration 


betrug 3°. die Pepsinendkonzentration 0,25°). Versuchstemperatur 37°. 
Dilatometerinhalt 50cem. Das py der Versuchslésung betrug nach dem 
Mischen 1,35, zu Beginn der dilatometrischen Ablesung 1,55. Titration 
wie im vorigen Versuch. 

Die Ergebnisse sind aus Tabelle II zu ersehen. 


Tabelle II. 





4 Zunahme von Amino-N 
Volumeninderung 


. in emm in ce ” Titrier- 
Zeit in yo te in mg N Pu 
ie (fiir 3cem Versuchs- (fiir 50cem Ver- 
Dil. 1 Dil. 2 lésung) suchslosung) 

Nach 22 Min. — 2,3 — 23 0.14 1,6 1,55 
~ ew - 69 — 7,0 0.46 5: 1,57 
266 — 98 — 9,8 0,70 8.1 1.57 

-~ we « — 11,1 11,8 1,0) 11.9 1.60 

ol - - _ - _ = 


Abb. 2. 
Eieralbumin-Pepsin 
Spaltung. 
Beziehung zwischen 
Volumendnderung 
und Spaltung von 


Peptidbindungen. 





Mit diesem Praparat zeigt sich also das gleiche Verhalten wie bei 
dem Merckschen: annaihernde Proportionalitat zwischen Volumen- 
anderung und der Aufspaltung von Peptidbindungen. — 1 Millimol 
geléster Peptidbindungen entspricht einer Volumenverminderung von 
17.5 cmm. 

Alkalispaltung'. 

Die Zerschlagung des EiweiBmolekiils durch Alkali ist von den ver- 
schiedensten chemischen und physikalischen Anderungen  begleitet!. 

1 Vgl. hierzu Ettisch, Sachsse u. Lange, diese Zeitschr. 230, 93, 1931: 


Ettisch u. Sachsse, ebenda 230, 115. 1931: Ettisch u. Schulz. ebenda 239, 
48, 1931; 245, 189, 1932. 
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Fiir unsere Untersuchung wurde im wesentlichen wieder die Zunahme 


der NH,-Gruppen als MaB der Spaltung zugrunde gelegt. 


Eine 12°,ige Eieralbumin-(.Verck-)L6ésung wurde zu gleichen Teilen 
mit einer 2n Natronlauge versetzt, so daB eine 6 °%ige Albuminlésung in 
n NaOH entstand. DilatometergefaBe von 50ccm Inhalt. Temperatur- 
kontrolle mit n NaOH. Versuchstemperatur 37°. Zur Bestimmung der 
Aminogruppen wurde 1 ccm Versuchslésung ohne besonderen Zusatz nach 
van Slyke analysiert. Tabelle III zeigt die Ergebnisse des Versuchs. 


Tabelle III. 





Volumeninderung No-Zunahme (nach van Slyke) 

in emm soeeosemenscmnstsppseaaneses Ee - 

Zeit A ee. in cem Ng in mg No 

° a (fiir 1 eem Versuchs- (fiir 50ccem Ver- 
Dil. 1 Dil. 2 lésung) suchslésung) 

Nach 68 Min. .. + 57 + 58 0,12 ‘Ken 
>» 14 , ee + 12,9 + 13,1 0,47 27,1 
> ae + 16,1 + 16,4 0,50 28,8 
= mt » det + 17,3 + 18,1 0.61 35,0 


N,.-Bestimmung bei 19° und 767,.5™mm He. 
2 
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mg N,- Zunahme (van Slyke | 

Auch bei der Alkalispaltung besteht annahernde Proportionalitat 
zwischen NH,-Gruppen-Zuwachs und Volumenanderung. — Diese ist 
in dem hier genannten Fall positiv, d.h. das Volumen nimmt zu, und 
zwar ungefihr 14,5 cmm pro Millimol NH,-Gruppen. Wie bei der Spal- 
tung der Dipeptide! ist auch beim Ovalbumin die Volumenanderung 
entgegengesetzt gerichtet, je nachdem man in saurem oder alkalischem 
Milieu arbeitet. Allerdings gelingt es hier nicht, diese Differenz allein 
durch die verschiedene Ionisation zu erklaren. Denn fiihren wir hier 
eine analoge Berechnung durch wie in der ersten Mitteilung, so findet man: 
D, = 4,,+4,, = — 17,6, 


Ri, +h oe + 048. 


a ay (le 


! Vgl. erste Mitteilung, diese Zeitschr. 261, 66, 1933. 
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Die Entionisierung der COO--Gruppe in saurem Milieu, also die 
GréBe d,, ist von Weber! zu + 9 festgestellt worden, wahrend die Ent- 


ionisierung der N H,-Gruppe im alkalischen Milieu d,, +- 21 gefunden 
wurde. Hieraus ergaibe sich: 
d, = D, —4d,, — 17.6 90 26.6, 
d,,= D,—4d, + 14,5 — 21.0 6.5. 
ay is 


Die Differenz zwischen d, und d,, ist hier gréBer, als durch den 
Fehler der Methodik zu erwarten ware. In der Tat ist auch Uberein- 
stimmung nicht zu erwarten. Denn wahrend bei der Dipeptidspaltung 
bei der Saure- und Alkalispaltung stets dieselbe Bindung gelést wurde, 
ist hier der Weg der Aufspaltung bei der Pepsin- und Alkalispaltung 
sicher ein ganz verschiedener. Es besteht die Méglichkeit, daB neben 
der Lésung der Peptidbindungen noch andere Spaltungen, und zwar 
bei den beiden Methoden zu einem ganz verschiedenen Anteil, einher- 
gehen: diese Reaktionen besitzen einen Volumenwert, der den Volumen- 
effekt der L6sung der Peptidbindungen tiberlagert. Ferner ist zu beriick- 
sichtigen, da die Spaltprodukte, die bei der Pepsin- und Alkalispaltung 
entstehen, verschieden sind und dabei auch eine erhebliche Verschieden- 
heit in der Hydratation besitzen kénnen. Auch hieraus kénnen sich 
verschiedene Volumenanderungen ergeben. Wie weit die genannten 
Faktoren fiir die Volumenwirkung maBgebend sind, soll in spateren 
Arbeiten untersucht werden. DaB sich unter den angefiihrten Umstanden 
iiberhaupt noch eine ungefaihre Proportionalitat zwischen Volumen- 
anderung und NH,-Gruppen-Zuwachs feststellen laBt, war keineswegs 
zu erwarten. 

Spaltung von Casein. 

In gleicher Weise wie das Ovalbumin wurde Casein (Hammarsten) 
untersucht. 

Das Casein erwies sich der dilatometrischen Technik weniger 
zuganglich, da waihrend der Spaltung, besonders bei der Pepsinspaltung, 
Niederschlige auftraten, wahrend die Ovalbuminlésungen sich kaum 
tribten. 

Pepsinspaltung. 

60¢ Casein (Hammarsten) wurden mit 360 ccm n/10° Natronlauge 
versetzt und mit Wasser auf | Liter aufgefiillt. Unter Schiitteln kurzes 
Erhitzen bis zur Lésung. Die L6sung wurde unter lebhaftem Riihren zu 
gleichen Teilen mit einer 0,5 °gigen Lésung des -Verckschen Pepsinpraparates 
in n/4 HCl versetzt und in die Dilatometer eingeftillt. Mndkonzentration 
in bezug auf Pepsin ist 0,25° 9. Das py der Versuchslosung betrug im Antang 
1.10 und anderte sich im Verlauf der Spaltung bis 1,19. Die NH,-Gruppen 


1 Weber u. Nachmannsohn, diese Zeitschr. 204, 215. 1929; Weber, 
ebenda 218, 1, 1930. 
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wurden in 3cem Versuchslésung + 45ccm Aceton nach Linderstrém-Lang 
titriert. Die Dilatometer besaBen einen Inhalt von 100cem. Versuchs- 
temperatur 37°. Versuchsergebnisse siehe Tabelle IV. 


Tabelle IV. 





Amino-N-Zuwachs 


Volumenadnderung in emm (Linderstrom-Lang) 
Zeit in mg N 
gm 7 (fiir 100eem Versuchs- 

Dil. 1 Dil. 2 ljsung) 
Nach 46 Min. oth — 3,0 2,8 
ee og sae — 4,5 4,0 
> wee » ee Ane — 6,1 6,3 
» Bees eT ee — 7,3 8,2 
ee Seer — 81 11,7 





Es ergibt sich, daB keine Proportionalitét zwischen Volumen- 
anderung und NH,-Gruppen-Zuwachs besteht. Die Bestimmung eines 
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charakteristischen Volumenwertes ist daher nicht méglich. Dieses 
im Gegensatz zu den Ovalbuminbeobachtungen stehende Verhalten 
ist vielleicht durch die starke Niederschlagsbildung zu erkliren, die 
ihrerseits mit einer Volumenvermehrung einherzugehen pflegt. 


Alkalispaltung. 


Die Ausgangslésung war die gleiche wie bei der Pepsinspaltung. Sie 
wurde zu gleichen Teilen 2n NaOH versetzt und durch Filtrieren durch 
Mull von etwa zuriickgebliebenen gr6Beren Partikelchen befreit. Versuchs- 
temperatur 40°; Dilatometer von 50 cem Inhalt. NH,-Gruppenbestimmung 
nach van Slyke. Wahrend des Versuchs triibte sich die Lésung ein wenig. 
Ergebnisse vgl. Tabelle V. 
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Tabelle V. 





Volumendnderung in emm 


No-Zuwachs nach van 
Slyke in mg No 





ai Dil. 1 Dil. 2 saa of _ 
Nach 62 Min. . ep + 3,0 + 33 4,8 
» te « 4 a + 6.9 + 73 7.3 
210 , ge sg A Mg + 87 + 99 12.9 
300 , ; ae + 10,7 + 11,1 15.9 
1% 
fa! / 
Abb. 5. 7) 
Casein - Alkalispaltung. § 9} 
Beziehung zwischen s & 
Volumenanderung und e $+ 
N H,-Gruppen-Zuwachs S 2 





S 


4% Bb A 


2% 6 8 @ fe 
J : 
 - Zunahme {van Slyke) 


Die Beziehung zwischen Volumeninderung und NH, Gruppen- 
Zuwachs ist annihernd geradlinig. Dem Entstehen eines Millimols 
NH,-Gruppen entspricht eine Volumenvermehrung von etwa 20 cmm. 

Ein Vergleich mit der Pepsinspaltung ist wegen der dort  vor- 


liegenden besonderen Verhialtnisse nicht méglich. 


Zusammenfassung. 

An den Substraten Ovalbumin und Casein (Hammarsten) wird 
der Abbau durch Pepsin und durch Alkalien dilatometrisch verfolgt 
und mit dem Zuwachs an NH,-Gruppen verglichen. 

Beim Ovalbumin ist die Volumeninderung der NH,-Gruppen- 
Zunahme ungefihr proportional. Bei der Pepsinspaltung entspricht 
dem Auftreten eines Millimols NH,-Gruppen eine Volumenvermin- 
derung von ungefihr 17,5 bis 18,.0cmm. Bei der Alkalispaltung tritt 
Volumenvermehrung auf, und zwar von ungefihr 14,5 cmm pro Millimol 
NH,-Gruppen. Die Differenz zwischen beiden Werten ist nicht allein 
durch die Ionisationsverschiedenheit bedingt, sondern durch die Ver- 
schiedenheit des Abbauweges und der Spaltprodukte verursacht. 

Beim Casein besteht bei der Pepsinspaltung keine Proportionalitat 
zwischen Volumenanderung und NH,-Gruppen-Zuwachs. Es zeigt sich 
eine Volumenverminderung, in der zum Teil wohl infolge des Auf- 
fallens von unléslichen Produkten neben dem Spaltungsvolumenwert 
andere Volumeneffekte enthalten sind. Bei der Alkalispaltung besteht 
wieder annihernde geradlinige Beziehung zwischen Volumenanderung 
und NH,-Gruppen-Zunahme. Pro Millimol NH,-Gruppen ist eine 
Volumenvermehrung von ungefahr 20 emm zu beobachten. 





Uber die Oxydation von Casein 
und Serumalbumin durch Kaliumpermanganat. 


Von 
Fritz Lieben und Bella Bauminger. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat in Wien.) 


(Eingegangen am 23. Mdrz 1933.) 


Der oxydative Abbau der EiweiBkérper in vitro ist in bezug auf 
seine ersten Stadien von jeher relativ wenig untersucht worden. 


In den alteren Arbeiten! wurde versucht, durch energische Oxy dation 
bis zu den Endprodukten vorzudringen, und dabei war in bezug auf die 
Charakterisierung eines solchen bekanntlich eine heftige Fehde zwischen 
Béchamps (1856) und Ritter (1871) einerseits, Staedeler (1857), Loew (1870), 
Tappeiner (1871) andererseits entbrannt. Die franz6ésischen Chemiket 
wollten Harnstoff gefunden haben, die deutschen hatten dieses Produkt 
durchwegs vermiBt, und Lossen (1880) hatte schlieBlich den entstandenen 
Stoff als Guanidin erkannt *, was spiter Kutscher und Mitarbeiter bestatigten. 
Es folgten dann Arbeiten mit dem Ziel, vor allem noch héher molekulare 
Zwischenprodukte zu isolieren und zu charakterisieren. Solche wurden 
von Pott (1872) und besonders von Briicke (1881) gewonnen. Die Produkte 
des letzteren enthielten Schwefel, doch nicht mehr den Blei schwarzenden 
Schwefel, gaben noch die Biuretreaktion, doch nicht mehr die Reaktionen 
auf Tyrosin und Tryptophan. Maly hat dann in eingehenden Unter- 
suchungen die Oxydation von EiereiweiB und spater von Leim mittels Per 
manganat vorgenommen, wobei er zundéchst zu einer den von Briicke er- 
haltenen Oxydationsprodukten ahnlichen Verbindung, der ,,Oxyprotsulfon- 
siure’*, gelangte, die bei weiterer Oxydation in eine ,,vielbasische, sauerst oft - 
reiche Saéure** tberging; dieselbe erhielt den Namen ,,Peroxyprotsaure™; 
es wurden Spaltprodukte und Schwermetallverbindungen hergestellt und 
Analysen ausgefiihrt. Loew* wendet sich wieder mehr den Endprodukten 
zu. hebt aber als erste Wirkung der Oxydation das Verschwinden der 


' Die ersten Untersuchungen von Oxydationsprodukten der EiweiB- 
kérper durch Chromsaure und ,,.Manganhyperoxyd** wurden von der Schule 
Liebigs ausgefiihrt (A. Schlieper, A. 59, 1, 1846; G. Guckelberger, A. 64. 
39, 1848. 

2 Vel. G. Zickgraf, H. 41, 259, 1904. 

3 R. Maly, Monatsh. f. Chem. 6, 107, 1885; 9, 255, 1888; 10, 26, 1889. 

4 O. Loew, J. tf. prakt. Chem. (II) 31, 129, 1885. 
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Millonschen Reaktion, sowie des Vermogens. Schwefel als H,S abzuspalten, 
hervor. Die ,,Oxyprotsulfonsauren** aus Albumin, Hamoglobin und Casein 
werden von Bondzynski und Zoja' nochmals genau analysiert. Weiteren 
Ausbau durch Herstellung verschiedener Fraktionen, sowohl der .,Oxy- 
protsulfonsiuren* wie der .,Peroxyprotséuren*’ Malys brachten Arbeiten 
des Hofmeisterschen Instituts*, wobei auch ein Schema fiir den oxydativen 
Abbau aufgestellt wurde. Es folgen die Ergebnisse von Autscher und Mit 
arbeitern (ab 1903), die bei Oxydation von Leim mit Calciumpermanganat 
Oxaluramid gewannen. Eine wichtige Ausgestaltung des Problems brachte 
eine Untersuchung von Firth 4. Die ,,Peroxyprotsaure** Malys wurde 
fraktioniert und in Ester iibergefiihrt, ferner durch Kochen mit Barytwasser 
unter Abspaltung von oxalsaurem Barium und Ammoniak in die sogenannten 
-,Desaminoprotsauren* ubergefiihrt, bei deren hydrolytischer Spaltung 
Glutaminsaéure, Leucin, Benzoeséiure und Ammoniak erhalten wurden. 
Bei weiterer Oxydation der ,,Desaminoprotsiuren* entstehen schlieBlich 
.. Kyroprotrosiuren* genannte Produkte, die. als Bleisalze isoliert, bereits 
die Halfte ihres Stickstoffs in lockerer Form besitzen und, mit HNO, 
behandelt, fiinfmal mehr Stickstoff verlieren als das Casein. Eine Fort- 
setzung dieser Untersuchungen lieB Furth durch seinen Schiiler Eisler® 
vornehmen. Dieser gelangte von den eben erwahnten Oxydationsprodukten 
zu einer ,,Desaminokyroprotséure** aus Casein, von der Elementaranalysen 
und N-Verteilung ermittelt wurden; der Gesamt-N-Gehalt betrug nur mehr 
5°o; auch Seidenfibroin wurde oxydiert. Die schon von Loew beobachtete 
Bildung von Oxamid bei der Permanganatoxydation von Proteinen spielte 
spater bei Erérterung der Konstitutionsfrage der EiweiBkorper eine Rolle ®. 

5° % . Me . P . . > 

Ein Uberblick iiber die bisher gewonnenen Ergebnisse Jibt er- 
kennen, daB man von der Beschaffenheit der zunachst bei der Oxydation 
erhaltenen Produkte — wir wollen sie mit Maly zunachst .,Oxryprot- 
sulfonsdure und ,,Peroxyprotsdure’* nennen noch recht wenig weils. 
Abgesehen von Elementaranalysen, die bei solchen hochmolekularen 
Stoffen natiirlich nicht viel besagen kénnen, steht nur die Zerstérung 
von Tyrosin und Tryptophan fest. Schon die wiederholt, auch von 
Maly, hervorgehobene Beobachtung, daB der leicht abspaltbare blei- 
schwarzende Schwefel bei der Oxydation verloren geht, ist eine um- 
strittene Frage. Schulz* hat durch Einwirkung von Wasserstoffperoxyd 
auf EiweiBk6rper ein von ihm ,,Oxyprotein’ genanntes Produkt ge- 
wonnen, in dem der bleischwarzende Schwefel noch erhalten war; als 
er dann die ,,Oxyprotsulfonsiure’’ Malys daraufhin  untersuchte, 
zeigte sich, daB auch hier noch 0,33 °,, Schwefel als durch Alkali abspalt- 


1 St. Bondziynski u. L. Zoja, H. 19, 225, 1894. 

2 R. Bernert. H. 26, 272. 1898: Ehrmann, Inaug.-Diss. Strabburg 1903. 

3 Fr. Kutscher u. M. Schenck, Ber. 37, 2928, 1904. 

4 O. v. Fiirth, Hotmeisters Beitr. 6. 296, 1905; dort ausfiihrliche Le- 
sprechung der alteren Literatur. 

5 Q. Eisler, diese Zeitschr. 51, 26, 1913. 

6 Vgl. E. Abderhalden, Ber. 58, 1821, 1925; dort friihere Literatur iiber 
den Gegenstand. 

7 FL N. Schulz, H. 29, 86, 1899. 
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bar vorhanden ist, nur erfolgt diese Abspaltung langsamer und das 
gebildete Schwefelblei wird in gleichem Tempo zu Bleisulfat oxydiert ; 
man kann jedoch durch Zusatz von Zink diese sekundire Reaktion 
verhindern, worauf der noch vorhandene, leicht abspaltbare Schwefel 
in Erscheinung tritt. 

Ist also hier der Sachverhalt in bezug auf Bestchen oder Ver- 
schwinden von Cystin nicht véllig geklart, so fehlen ferner auch Angaben 
iiber die Stickstoffverteilung in den Aminosaurefraktionen! der einzelnen 
Oxydationsstufen, tiber deren Gehalt an Arginin usw. Vor allem aber 
mubte der Wert des freien Aminostickstoffs, nach der Methode von 
van Slyke ermittelt, interessieren, da dieser Wert beim intakten 
EiweiB vielfach als MaB des Lysingehaltes angesehen -— bei bereits 
veranderten, abgebauten Produkten das Fortschreiten des Desinte- 
grationsprozesses andeutet bzw. mit der zunehmenden Aufspaltung 
ansteigt?. Die vorliegende Arbeit versucht, einige dieser Liicken aus- 
zufillen. 

I. Oxydation von Aminosiuren. 

Es interessierte uns zunachst, etwas tiber die unvollstdandige Oxy- 
dation von Aminosauren mittels Permanganat zu erfahren, wobei wir 
Permanganatmengen verwendeten, die nur ein Bruchteil der zur totalen 
Oxydation notwendigen Menge darstellten, und die Ammoniakabspaltung, 
bei kolorimetrisch bestimmbaren Substanzen auch die Abnahme der 
Farbreaktion, messend verfolgten. 

Bei vollstandiger sowie unvollstandiger KMnO,-Oxydation hat schon 
Denis® die Endprodukte (wie Oxalséure, Essigsiure, Glyoxylsiure) bei den 
Aminosaéuren Glykokoll, Cystin, Alanin und Tyrosin festgestellt. Den 
oxydativen Abbau eines Tripeptids (Alanylglycylglycin) untersuchte 
O, Eisler*. Wine vergleichende Untersuchung in bezug auf die Ammoniak- 
abspaltung stellten Robinson, Winter und Miller! an, dabei ging bei Glykokoll, 
Tyrosin und Glutaminsaéure der gesamte Stickstoff, bei Arginin und Lysin 
die Halfte in Ammoniak tiber; die Versuchsanordnung ist aus dem Referat 
nicht zu entnehmen. 
diese bei alkalischer Reaktion mit KMnQO,-Mengen angesetzt, die die 
Halfte des Gewichts, das gleiche oder das 1'),fache Gewicht derselben 
ausmachten, dhnlich wie das bei den Proteinen selbst von Maly u. a. 


Es wurden dquivalente Mengen der Aminosiuren verwendet und 


1 0.8. Robinson, O. B. Winteru. BE. 1. Miller, zit. nach Chem. Centralbl. 
1922, II, 863; die Autoren machen auch Angaben iiber die N-Verteilung 
bei Oxydation und gleichzeitiger Hydrolyse von mehreren Proteinen; es 
handelt sich bei ihnen um die Bestimmung des wirksamen, also abspalt baren 
Stickstoffs von Diingemitteln usw., vgl. auch C. H. Jones, ebenda 1912, 
II, 1061. 

2 Vgl. hierzu F. Lieben, diese Zeitschr. 145, 535, 1924. 

3 W. Denis, J. of biol. Chem. 9, 365, 1910; 10, 73, 1911. 

4 QO. Eisler, diese Zeitschr. 51, 45, 1913. 
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ausgefiihrt worden war. Um nun den Effekt der Ammoniakabspaltung 
bei den einzelnen Aminosauren zu vergleichen, berechneten wir, welchen 
Bruchteil das zugesetzte Permanganat von jener Menge ausmacht, die 
notwendig gewesen wire, um die Aminosdiuremenge in alkalischer 
Lésung vollstindig zu oxydieren. Was die Dauer der Einwirkung be- 
trifft, so wurde die Priifung der Ammoniakabspaltung usw. erst dann 
vorgenommen, wenn das Filtrat vom ausgeschiedenen Braunstein 
farblos geworden war; dies erforderte bei verschiedenen Aminosiuren 
verschiedene Zeiten. Nach 2 bis 4 Stunden fanden wir haufig noch die 
griine Farbe der Manganate; nach 24 Stunden aber war das Filtrat 
stets farblos, mit Ausnahme von Tyrosin, wo die Oxydation des Phenol- 
kerns eine gelbe Farbe verursacht. 

Die folgenden Versuche geben Resultate nach 24sttiindigem und 
sechstagigem Stehen der Aminosduren mit Permanganat wieder. Das 
freie Ammoniak wurde nach Magnesiazusatz abdestilliert, wobei zur 
Kontrolle stets die gleiche, nicht oxydierte Aminosiure analog behandelt 
und der Blindwert von dem erhaltenen NH,-Wert abgezogen wurde. 

Beispiel eines Ansatzes: 50 cem Glykokoll 0,075, (0,038 g) + 0,019 ¢ 
KMnO, ('/, Menge) — 5cem n NaOH; oder: 60ccm Tyrosin 0,180°, 
(0.108 ¢) in n/ 10 NaOH + 0,162 ¢ KMnO, (1'/,fache Menge) usw. 


Tabelle I. 





KMn0,-Menge . Ammoniakstickstoff Zerstérung in ‘ 
K Mn 0,- in Bruchteilen | it °/o des vorhandenen kolorimetrisch 
; Menge im der zur totalen | N_ der Seitenkette nach bestimmt 
Aminosiure Verhiltnis Oxvdation Abzug des Blindwertes 
zur Amino- = erforderlichen -— 
sduremenge Menge nach nach nach nach 
i 24 Std. 6 Tagen 24 Std. 6 Tagen 
Glykokoll. . I, 1/, 12,5 14.6 
Leucin. . . 1), Ils 15 16,2 - 
Sern... 1}, 1/50 10.9 14.0 - 
Phenylalanin 1}/, etwa } . 3,8 5.3 62a 64b 
Tyrosin .. 1'/, 1, 6.9 8.6 Ne 9) 
Histidin . . ] 1/, 14.2 15.9 64d 
Cystin... 1 etwa 1), 2.6 47—SNe 


a) Mit der gleichen. b) mit der doppelten Menge KMnO, angesetzt. 
Kolorimetrische Methode nach PF. Adler-Kapeller, diese Zeitschr. 252, 185, 
1932. c¢) Methode von O. Fiirth u. A. Fischer. ebenda 154, 1, 1924. 
d) Methode von M. 7. Hanke u. K. K. Koessler, J. of biol. Chem. 89, 497, 
1919. e) Methode von O. Folin u. A. D. Marenzi, ebenda 83, 103 u. 
109, 1929. 


Die aus einem ziemlich groBen Versuchsmaterial entnommenen 
Zahlen stellen gut vergleichbare Werte dar; die auffallend geringe 
Desaminierung von Phenylalanin, Tyrosin und Cystin ist bemerkens- 
wert; sie steht im Gegensatz zu dem hohen Betrag der kolorimetrisch 





si rasta 
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feststellbaren Zerst6rung: die niedrige Desaminierung beim Cystin 
deutet auf Bildung von Cysteinsiure. Beim Histidin erschien es not- 
wendig, zu untersuchen, woher das Ammoniak stammt: ob aus dem 
Imidazolkern, wie es beim bestrahlten Histidin von dem einen von uns 
kiirzlich hatte festgestellt werden kénnen!, oder aus der Seitenkette. 
Zu diesem Zwecke mute in der oxydierten Histidinlésung eine Be- 
stimmung des freien Amino-N nach van Slyke vorgenommen werden. 

Wahrend der Amino-N-Wert der verwendeten Histidinmenge 
theoretisch 0,70 mg betragt und wir nach } , Stunde 0,63 mg und nach 
]'), Stunden 0,69 mg NH,-N im van Slyke-Apparat fanden, betragen 
die entsprechenden Werte des oxydierten Histidins 0,59 bzw. 0.75 mg: 
wir haben also ein Plus von 0,05 mg: der entsprechende Ammoniak- 
stickstoffwert betragt 0,11 mg. Die Bestimmung zeigt mithin, daB hier, 
im Gegensatz zu dem Mechanismus bei der Bestrahlung, das abgespaltene 
Ammoniak nicht ausschlieBlich dem Imidazolkern entstammen kann, 
sondern zum Teil aus der Seitenkette kommt. 


II. Versuche mit Casein. 

Wir wandten uns nunmehr der Oxydation von reinem Casein 
(Hammarsten) zu. 

Unser Vorgang bei der Bereitung eines der .,Oxyprotsulfonsiure’* 
Malys entsprechenden Koérpers war der folgende: Casein in n/ 10 NaOH 
(im Verhaltnis 9c¢em pro 1g Casein) gelést, wird mit etwa seiner halben 
Gewichtsmenge K MnO, versetzt und wechselnde Zeiten — in der Mehrzah| 
der Versuche waren es 24 Stunden — stehengelassen. Darin lag eine Ab- 
weichung von Malys Vorgang, der die Versuche durch 3 Tage hatte stehen- 
lassen. Es wird dann vom abgeschiedenen Braunstein tiber Glaswolle 
filtriert und das braune Filtrat durch Ansaduern ausgefallt. Der abgeschiedene. 
durch mitgerissenen Braunstein gefarbte Niederschlag wird durch Digerieren 
mit 10° ig. NagSO,-Lésung von diesem befreit und mit Wasser sulfitfrei 
gewaschen; das Produkt ist nunmehr rein weiB. Andererseits halt auch der 
zuerst gefallte Braunsteinniederschlag noch oxydiertes EiweiB eingeschlossen ; 
derselbe wird mit 20° 9ig. NagSO,-Lésung versetzt, wobei das EiweiB voll- 
standig, der Braunstein zum Teil in Lésung geht; man filtriert von dem 
ungelésten Braunstein ab, fallt im Filtrat das oxydierte Eiweif rein weil 
durch Anséuern aus und wascht den MnQO,-Riickstand so lange, bis eine 
Filtratprobe beim Anséuern keine weitere EiweiBfallung mehr gibt. Das 
Ausfallen erfolgt am vollstandigsten mit 10° ig. H,SO4, der schon Maly 
vor Essigsiure den Vorzug gab. Die gefallten ,,Oxyprotsulfonsauren” 
werden vereinigt; wir erhielten auf diesem Wege aus Casein etwa 50 °,ig. 
..Oxyprotsulfonsaure™. 

Die Priifung auf Tyrosin nach dem Verfahren von Zuwerkalow? 
fiir Proteine und auf Tryptophan mit Hilfe der Reaktion von Votsenet 


1 F. Lieben u. V. Getreuer, diese Zeitschr. 259, 1, 1933. 
2 DP. Zuwerkalow, H. 163, 185, 1926. 
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nach Firth! ergab, wie bekannt, die Zerstérung beider Aminosauren; 
auch bestatigten wir die schon vor Jahren festgestellte Tatsache®, daB 
beim Nitrieren eines solchen Produktes mit 20°, ig. HNO, die NO,- 
Bestimmung, in der gleichen Art wie in der erwahnten Arbeit aus- 
gefiihrt, den Wert Null ergibt. 


Interessant war das Ergebnis der Jodierung, ein Vorgang, den 
durchzuftihren, uns auf Grund friiherer Beschaftigung? mit dieser 
Frage wichtig schien. 


Wir versetzten je 5g Casein und Oxydationsprodukt mit je 400 cem 
n/10 Jod in KJ. dialysierten, fallten die Jodierungsprodukte, wie in der 
zitierten Arbeit ausfiihrlich geschildert wird, wiederholt um und erhielten 
mit Hilfe der Bestimmungsmethode von Blum und Griitzner4 in guter 
Ubereinstimmung mit dem damaligen Resultat (l.c. Tabelle Il, Nr. 6) 
beim Casein einen Jodgehalt von 9,3°,; der ganz analog bestimmte Wert 
bei dem Oxydationsprodukt lieferte 4,5 bis 4,6°, Jod. Die Zerstérung 
der aromatischen Bausteine hat demnach die in fester Bindung aufnehmbare 
Jodmenge auf etwa die Halfte herabgesetzt, doch keimeswegs annulliert. 
Unsere damals geaéubBerte Ansicht, da das Jod wohl zum Teil an die aro- 
matischen Bausteine, in erster Linie an das Tyrosin gebunden sein mag, 
daB aber diese Bindung nicht auf stéchiometrischen Verhaltnissen zwischen 
dem gesamten Tyrosin und dem Jod beruht, vielmehr auch andere Bindungs- 
orte in der Proteinmolekel fiir das Jod in Betracht kommen, wird durch 
diesen neuen Befund bekriftigt. 


Zur Bestimmung des Arginins bedienten wir uns der Methode der 
Arginasenspaltung zu Ornithin und Harnstoff, die in den Arbeiten von 
Bonot und Cahn®, sowie Hunter und Dauphinee® beschrieben wird. 
Die Arginase wurde nach den Angaben von Edlbacher und Roéthler? 
bereitet: die Eichung nahmen wir nach Hunter und Dauphinee vor. 
Im iibrigen hielten wir uns an die Vorschrift von Bonot und Cahn und 
bestimmten den durch Arginase abgespaltenen Harnstoff mittels 
Xanthydrol. Wir erhielten fiir Arginin 4,0°,, d.i. 8°,, Argininstickstoff 
vom Gesamtstickstoff, in Ubereinstimmung mit dem Resultat von 
Hunter und Dauphinee (1. c. 8. 663). In der ,, Oxyprotsulfonsiure® ergab 
die analoge Behandlung 3,5°, Arginin; jedoch erhalt man cine Fallung 
mit Xanthydrol auch ohne Zusatz von Arginase, und zwar ergibt die 


1 O. Firth u. Z. Dische, diese Zeitschr. 146, 275, 1924. 

2 F. Lieben, ebenda 145, 535 (speziell 546), 1924. 

3 FEF. Lieben u. D. Laszlo, ebenda 169, 110, 1925. 

4 F. Blum u. PR. Griitzner, Abderhaldens biol. Arbeitsmethod. Abt. 1, 
Teil 3, S. S36f. 

5 4. Bonot u. Th. Cahn, Bull. soc. chim. biol. 9 L001, 1927. 

6 A. Hunter u. J. A. Dauphinee, J. of biol. Chem. 85, 627, 1929. 

7S. Edlbacher u. H. Réthler, H. 148, 264, 1925. 
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N-Bestimmung nach Ajeldahl (ausgefiihrt bei einem Oxydationsprodukt 
von Serumalbumin) einen Wert, der auf Dixanthylharnstoff genau 
stimmt. Daraus erhellt, daB durch die blofe Oxydation aus einem Teil 
des Arginins, und zwar 1,7°, der ,,Oxyprotsulfonsdure’’ aus Casein 
offenbar Harnstoff gebildet worden war und nur mehr 3.5 minus 1,7°, 

1,8°, als noch intaktes Arginin vorhanden ist. Das bhedeutet: 
Arginin-N in Prozenten des Gesamt-N (14,3): 4.1°,*. Unter diesen 
Versuchsbedingungen scheint eine Harnstoffbildung aus Protein durch 
Oxydation demnach stattzufinden. Wir méchten uns eine weitere 
Nachpriifung dieses Befundes vorbehalten. 

Wir wiederholten sodann die Argininbestimmung in der Lésung 
des héheren Oxydationsproduktes aus Casein, das Waly als Peroxyprot- 
siure bezeichnet hat. Zu dieser Bereitung wurde Casein mit der doppelten 
Gewichtsmenge Kaliumpermanganat versetzt und von dem sich langsam 
verfliissigenden, gallertartigen Brei in Zeitabstanden Proben entnommen. 
Das Filtrat vom Braunsteinniederschlag ist zunachst violett, nach 
Alkalizusatz und langerem Stehen scheidet sich der restliche Braunstein 
ab und die nunmehr farblose Fliissigkeit wird mit 10°,ig. H,SO, 
angesauert. Ein Ansatz, der 8 Tage gestanden hatte, gab bei dieser 
Versuchsanordnung noch eine Ausfallung feiner EiweiBflocken: erst 
bei zehntaigigem Stehen gab das mit NaOH vom Braunstein véllig 
befreite Filtrat keine Sdurefallung mehr. Diese Lésung wurde als 
,.Peroxyprotsiurelésung’ betrachtet und ihr Gehalt an ,,oxydiertem 
EiweiB*‘ durch eine N-Bestimmung festgelegt. 

Kine Argininbestimmung nach der oben geschilderten Methode 
ergab einen Argininwert fiir die ,,Peroxyprotséurelésung von 1,8°, 
Arginin-N vom Gesamt-N; davon ist ein Blindwert: Argininbestimmung 


970 


ohne Arginase von 0,27 °,, abzuziehen. 


IV. Bestimmung des freien Aminostickstoffs. 


Zur Beurteilung der Frage, ob und inwieweit bei der Permanganat- 
behandlung des Caseins bereits eine Desintegration am Protein statt- 
findet, sollte die bekannte Methode von van Slyke dienen. Hier ist 
fiir den Befund die Dauer der Bestimmung maBgebend und ein Vergleich 
zwischen zwei Proteinen oder Proteinderivaten hat nur dann Bedeutung, 
wenn die Dauer der beiden Parallelbestimmungen dieselbe ist, da ein 
definierter Endwert infolge der allmahlichen weiteren Desintegration 


* Auch Casein selbst gibt bei einer ,,Argininbestimmung** ohne Arginase 
einen Blindwert von etwa 0,5°,. Doch ist dieser Niederschlag keinesfalls 
Dixanthylharnstoff, er ist viel reicher an N. Es liegt zunachst kein Grund 
vor, diesen Wert von dem Argininwert des Caseins (mach der Arginasen- 
methode) abzuziehen. 
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des Proteins durch den Eisessig nicht erreicht wird!. Die Bestinmmungen 
wurden, unter Beriicksichtigung des .,Wasserwertes’, mit Proben von 


etwa 60 mg EiweiBsubstanz ausgefiihrt. 


Tabelle II. 





Freier Aminostickstoff in des Gesamtstickstoffs 

Substanz - $$. 

nach !/2 Std. nach 1 Std. nach 1!,, Std. 
Se a ee Se 4,2 4.5 7,1 
»Oxyprotsulfonsaure* . . . . . 3,0 3,0 5,2 
.Peroxyprotsiurelésung* . . . . 12,9 15,1 17,9 


Wird die ,,Oxyprotsulfonsdure’’ mit KMnO, nicht 24 Stunden. 
sondern, wie bei Maly, 3 Tage lang stehen gelassen, so betragt der 
van Slyke-Wert nach | Stunde 3.5%), nach 1'/, Stunden 5,1°,), ist also 
kaum geandert. 

Wir sehen, daB in der Peroxyprotséurelésung der Gehalt an freiem 
Aminostickstoff, einer starken Desintegration entsprechend, bedeutend 
angestiegen ist. Gegen die Erwartung bleibt aber der entsprechende 
Betrag bei dem ersten Oxydationsprodukt hinter dem Wert beim unver- 
dnderten Casein zuriick. Es war daran zu denken, daB schon wahrend 
der Oxydation im alkalischen Milieu ein Verlust an freien Aminogruppen 
dadurch entstehen kéunte, daB Ammoniak aus dem Ansatz entweicht. 
Wir schlossen daher an das GefaiB. in dem die Oxydation stattfand, 
eine Vorlage mit n 100 H,SO, an: es trat jedoch kein Ammoniak iiber. 
Auch im Filtrat vom ausgefallten Oxvdationsprodukt waren Ammonium- 
salze mit dem Nesslerschen Reagens nicht nachzuweisen. Eine Um- 
wandlung von freien Aminogruppen in Ammoniak war also nicht 
erfolgt. Man mu deshalb an Ringschliisse, Anhydridbildungen und 
dergleichen denken, wodurch freie Aminogruppen verschwinden kénnten : 
doch wollen wir zur Zeit dariiber keine weiteren Hypothesen aufstellen. 


V. Stickstoffverteilung. 


Wir gingen bei der Bestimmung der Stickstoffverteilung nach 
dem bekannten Verfahren von van Slyke* vor. Nach vollstandiger 
Hydrolyse wurde der Stickstoff der Melanine, der Stickstoff des durch 
Kalk austreibbaren Ammoniaks. der durch Phosphorwolframsiiure 
fallbare Basenstickstoff und der Stickstoff. der Monoaminosauren- 
fraktion bestimmt: in diesem letzteren wurde als Teilwert auch der 
Stickstoff der Dicarbonsaiuren ermittelt. 


' Vgl. FuBnote 2 S. 379, lc. S. 548f. 
2 D. D. van Slyke, Abderhaldens Biol. Arbeitsmethod. Abt. I, Teil 7, 
S. 53 ff. 


Oh* 





382 F. Lieben u. B. Bauminger: 


Tabelle III. 








é o- Monoamino- 
Melanin-N ee Basen-N — 

Substanz a” no 2 a4 af 

4 = ¢ 2 2 25 

> < ais) & 

Casein . oe ww © © © | 185 0,84) 1,6 11,87 | 8,8) 34 

,Oxyprotsulfonsaure* . . . 14,3 0,18 1,3 1,43 10,0) 28 
: 34,1 

) xv ) & jab onion ¢ one | aae || — 
~Peroxyprotsaurelisung* . . 1,6 | 32'5 


Die Ergebnisse zeigen zwei bemerkenswerte Tatsachen: erstens 
das Ansteigen des Wertes fiir den Ammoniakstickstoff, der in der ,,Per- 
oxyprotsaurelésung’’ bereits ein Drittel des Gesamt-N  ausmacht. 
Da die Bestimmung des freien Amino-N nach van Slyke, die ja bei 
1’ ,stiindiger Dauer auch das freie Ammoniak der Loésung erfabt, 
wie wir vorhin sahen, nur etwa die Halfte (17,9°,) an freiem Amino- 
plus Ammoniak-N anzeigt, so muB die andere Halfte dieses Ammoniak- 
stickstoffs sich wihrend der Hydrolyse gebildet haben. Auch bei der 
Oxyprotsulfonsiure liegt dieselbe Erscheinung vor; wir miissen also, 
obwohl, wie vorhin konstatiert, die Menge der freien Aminogruppen 
abgenommen hat, auf eine Auflockerung bzw. leichtere Aufspaltbarkeit 
des Stickstoffs in den Oxydationsprodukten schlieBen. Die zweite 
wichtige Tatsache liegt in der starken Abnahme des Basen-N bei dem 
héheren Oxydationsprodukt. Wir haben vorhin gesehen, daB der 
Arginingehalt in der Oxyprotsulfonséure und in der Peroxyprotsaure- 
lésung bedeutend herabgesetzt ist: dazu kommt die offenbar vollstandig 
erfolgende Zerst6rung des Histidins, die wir mangels einer sicheren 
Bestimmungsmethode in Proteinen nicht gemessen haben. Auch der 
Lysingehalt diirfte abgenommen haben, was mit der Abnahme des 
freien Amino-N in der Oxvyprotsulfonsiure zusammenhaingen mag. 
Demgegeniiber ist im Melanin-N einerseits, im Stickstoff der Mono- 
aminosaduren andererseits eine wesentliche Anderung nicht eingetreten. 


Was nun den letzteren betrifft, so haben wir auch die darin ent- 
haltene Fraktion der Dicarbonsduren nach dem Verfahren von Jones 
und Moeller! zu bestimmen yersucht, wobei wir lediglich den gesamten 
Stickstoff der Asparaginsiure, Glutaminséiure und Oxyglutaminsaure 
zusammen ermittelten. Wir erhielten fiir Casein selbst 3,5°,, Dicarbon- 
siure-N, also von dem oben gefundenen Wert fiir Monoaminosaure-N 
(9,5°%,):37°,. Fiir die Oxyprotsulfonsdure ist der entsprechende Wert: 
3.3, 3.5, 3,8°.: das bedeutet im Mittel 43°, des Monoaminosaure-N- 


' P—P. B. Jones u. O. Moeller, J. of biol. Chem. 79, 429, 1928. 
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Wertes (8°). Es stellen demnach die Dicarbonsaduren einen gegen 
Oxydation besonders resistenten Bestandteil der Fraktion dar. 


VI. Versuche mit Serumalbumin. Cystinfrage. 
Hauptsachlich um das Schicksal des Cystins im Eiweibverband 
bei der Oxydation kennenzulernen, setzten wir unsere Versuche mit 
Serumalbumin fort, das wir aus Pferdeserum herstellten. Wir bereiteten 
ganz analog, wie beim Casein, die beiden Oxydationsprodukte und 
bestimmten zundchst wieder den freien Aminostickstoff; die ver- 
wendeten Mengen entsprechen wiederum 60 mg Eiweibsubstanz. 


Tabelle IV. 





Freier Aminostickstoff Gesamtstickstoff 
Substanz —— . = —— rh der 
nach 1, Std. nach 1 Std nach 11, Std. Trockensubstanz 
Serumalbumin 5,3 6.1 8.5 15.5 
Oxyprotsulfonsaure . 5,1 5.6 6.0 11.0 
PeroxyprotsaurelOsung 14,2 17,4 17.6 015g N 


in L0Ocem Lésung 


Auch hier sehen wir, daB eine Desintegration erst auf der .,Per- 
oxyprotsiurestufe’ einsetzt, in der Oxyprotsulfonsaure aber die Werte 
gegentiber dem nativen Albumin zuriickbleiben. wenn auch weniger 
stark als beim Casein. 

Eine <Argininbestimmung wurde mit einem Produkt, das nach 
Maly 3 Tage mit KMnQ, gestanden hatte, vorgenommen. Der Brutto- 
wert betrug 4.0°, (im Serumalbumin 4,37 bis 4,78°.,): wenn wir, wie 
beim Casein, den bei der Bestimmung ohne Arginase erhaltenen Wert 
von 1,8°, abziehen, ist ein Arginingehalt von 2,2°,, in der Oxyprot- 
sulfonsdure vorhanden. 

Wir betrachteten dann qualitativ die Reaktion auf den ..Blei schwar- 
zenden Schwefel”. Wir setzten zu 1.36 ¢ EiweiBsubstanz je 5cem NaOu, 
10°,ig.. und 5cem Bleiessiglésung; dabei gab Serumalbumin eine stark 
positive Reaktion, die Oxyprotsulfonséure reagierte schwacher, aber gleich- 
falls deutlich positir, die Peroxyprotsdurelésung zeigte die Reaktion nicht 
mehr. 

Wir wiederholten nunmehr die Cystinbestimmung des Serum- 
albumins, eine in der Literatur noch immer nicht feststehende Zahl. 
Folin! gab bei seiner Methode 6°, an, einen wahrscheinlich zu hohen 
Wert: der eine von uns erhielt vor einiger Zeit* mit demselben Ver- 
fahren, in Ubereinstimmung mit der Methode von Okuda* 4,0 bis 4.7% 


1 O. Folin u. A.D. Marenzi, J. of biol. Chem. 838, 103 u. 109, 1929. 
> F. Lieben u. E. v. Paphazy. diese Zeitschr. 225, 227, 1930. 
3 Y. Okuda, J. of Biochem. Tokyo 5, 217, 1915. 
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und neuerdings gibt 7'ompsett' eine Modifikation der Folin schen Methode 
an, mit der er als Mittelwert 2.3°. ermittelt. Wir bestimmten nach 
Folin, sowie nach der Modifikation von Vompsett und erhielten 2,97 
bis 3,.25°,, im Mittel 30°, (d.i. 2,37°, Cystin-N vom Gesamt-N). 
Wir kénnen diese Frage nicht als befriedigend erledigt betrachten. 
Fiir unsere gegenwirtigen Zwecke handelte es sich lediglich um den 
Vergleich zwischen Albumin und seinen Oxydationsstufen. Wir be- 
stimmten demnach nach Folin den Cystingehalt der Oxyprotsulfon- 
siure und der Peroxyprotsiurelésung und erhielten: 





Cystin Cystin-N ° 9 des 
|, -Gehalt Gesamt-N 
Oxyprotsulfonsaure nach 1 tag. Stehen mit K Mn, 2,3 2,45 
i go ‘ se K Mn), 2.5 2,65 
* 5 es ‘ » KMn0, 1,6 1.7 
Peroxyprotedurelésung .........-+04- — 1.6 


Wir ersehen aus diesen Zahlen, daB das Cystin in den Oxydations- 
produkten keineswegs verschwunden ist. In der Oxyprotsulfonsaure, 
die 3 Tage mit KMnO, gestanden hatte, wie es bei Maly der Fall war. 
ist noch immer iiber die Halfte des Cystins erhalten, ebenso in det 
Peroxyprotsiurelésung. Es ist also, wie Schulz schon seinerzeit dar 
gelegt und begriindet hatte, auch der negative Ausfall der Reaktion 
mit dem bleischwiarzenden Schwefel kein MaB fiir eine entsprechende 
Zerstérung des Cystins. Wir stellten, um sicher zu gehen, Cysteinsdure 
nach der Angabe von Friedmann? aus Cystin her und iiberzeugten uns, 
daB sie die Farbreaktion nach Folin nur so schwach gibt, daB beim 
Zustandekommen der Reaktion diese Substanz keinesfalls eine Rolle 
spielen kann. Es ist also eine vollstaéndige Umwandlung des Cystins 
in Cysteinsiure in keinem Falle erfolgt und die Bildung der ,,Sulfon- 
siure’, mithin nicht als charakteristisches Zeichen dieser Oxyvdations- 
stufe anzusehen. Der Name ,,Oxryprotsulfonsdure” fiir das erste Oxy- 
dationsprodukt nach Maly enthehrt schon nach den Darlegungen von 
Schulz (l.c.), wie nach den nun vorliegenden Cystinbestimmungen der 
Berechtiqung. 

Zusammenfassung. 

Es wird eine nihere chemische Charakterisierung der mittels Kalium- 
permanganat erhaltenen Oxydationsprodukte des Caseins und Serum- 
albumins versucht. Die Oxydation wird zu ungefihr denselben Pro- 
dukten geleitet, die Maly seinerzeit als ,,Oxyprotsulfonsiure’ und 
,,Peroxyprotsiure’* bezeichnet hatte; die letztere Substanz wird in 
Lésung untersucht. 


' S. L. Tompsett, Biochem. J. 25, 2014, 1931. 
2 E. Friedmann, Hofmeisters Beitr. 3, 1, 1903. 
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1. Einleitend wird die Oxydation einiger Aminosiuren mit Kalium- 
permanganat unter vergleichbaren Umstanden verfolgt, wobei nur 
die Ammoniakabspaltung als Kriterium der oxydativen Wirkung 
benutzt wird.  Beachtenswert ist die geringe Ammoniakabspaltung 
beim Tyrosin, Phenylalanin und Cystin: beim Histidin wird unter 
Heranziehung der Bestimmung des freien Aminostickstoffs nach 
van Slyke konstatiert, daB hier jedenfalls ein Teil des Ammoniaks aus 
der Seitenkette stammen mub. 

2. Es wird, in Ubereinstimmung mit dem Verschwinden von Tyrosin 
und Tryptophan bei der ,,Oxyprotsulfonsaure** des Caseins nach deren 
Nitrierung ein Nitrowert gleich Null gefunden; dagegen ist der nach 
einer Jodierung gefundene Jodgehalt von 9,3°,, beim ,,Jodcasein”, 
auf 4,5 bis 4.6°,, bei der analog jodierten ,,Oxyprotsulfonsaiure™ ge- 
sunken: es ist also ein in fester Bindung vorliegender Jodgehalt trotz 
Zerst6rung der aromatischen Bausteine noch vorhanden. 


3. Eine Argininbestimmung nach den Methoden von Bonot und 
Cahn bzw. Hunter und Dauphinee ergibt ein starkes Absinken des 
Arginingehaltes in den Oxydationsprodukten gegeniiber dem Wert 
beim Casein, zumal wenn beriicksichtigt wird, daB in diesen Produkten 
auch ohne Arginasenspaltung offenbar Dixanthylharnstoff gewonnen 
werden kann. Daraus geht hervor, daB durch das Permanganat ein 
Teil des Arginins weitgehend zerstért, ein anderer Teil aber nur in 
Ornithin und Harnstoff zerlegt wird. 

4. Die Bestimmung des freien Aminostickstoffs nach der Methode 
von van Slyke zeigt die bemerkenswerte Tatsache, daB in der Oxyprot- 
sulfonsiure der Amino-N-Wert niedriger ist als im Casein und erst in 
der ,,Peroxyprotsaurelésung’ ein bedeutender Anstieg erfolgt. Da 
im ersteren Falle eine Abspaltung von Ammoniak wahrend der Oxy- 
dation nicht vor sich geht, ist dieses bei sechwacher Oxydation erfolgende 
Absinken des van Slyke-Wertes vielleicht auf Ringschliisse, Anhydrid- 
bildungen oder dergleichen zuriickzufiihren. 

5. Ein Uherblick iiber die Stickstoffverteilung wurde auf den 
Melanin-N, Ammoniak-N, Basen-N und Monoaminosiuren-N erstreckt. 
Von dem letzteren wurde der Stickstoff der Dicarbonsiuren besonders 
bestimmt. Die Zahlen sind aus der Tabelle III zu entnehmen.  Be- 
merkenswert ist bei der ,,Peroxyprotsiure‘’ das gewaltige Ansteigen 
der Zahl fiir den Ammoniakstickstoff und der Abfall des Basenstickstoffs. 
Der Ammoniakstickstoff muB sich bei den Oxydationsprodukten zum 
Teil erst bei der Hydrolyse gebildet haben, der Stickstoff also in den- 
selben lockerer sitzen bzw. leichter abspaltbar sein. Die Dicarbon- 
siurefraktion scheint der Oxydation gegeniiber betriachtliche Resistenz 


zu _besitzen. 
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6. Auch beim Serumalbumin wurde der Wert fiir den freien 
Amino-N und der Arginingehalt der Oxydationsprodukte bestimmt, 
die Resultate entsprechen den beim Casein erzielten. In Uberein- 
stimmung mit Schulz wurde konstatiert, daB die ,,Oxyprotsulfonsiure* 
noch die Reaktion auf bleischwarzenden Schwefel (auch ohne Zink- 
zusatz) gibt, die ,,Peroxyprotsdiure’’ nicht mehr. Es wurde ferner 
festgestellt, daB Cystin in dem niedrigen wie in dem héheren Oxy- 
dationsprodukt sich nach Folin und Marenzi noch bestimmen 1JaBt, 
wobei zugleich beobachtet wurde, daB Cysteinsiure mit dem Reagens 
von Folin keine wesentliche Farbreaktion gibt. Cystin ist also noch 
vorhanden, und die Bezeichnung .,Oxyprotsulfonsaure’ fiir die erste 
Oxydationsstufe entbehrt der Berechtigung. 
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Uber die Wirkung 
von Natriumhypochlorit auf Aminosiuren und Proteine. 


Von 
Fritz Lieben und Bella Bauminger. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat in Wien.) 


(Eingegangen am 23, Mdrz 1933.) 


Es erschien wiinschenswert, unsere Erfahrungen iiber die Ver- 
anderungen, die Aminosauren und EiweiBkérper bei Oxydation er- 
leiden, durch Heranziehung eines weiteren Oxydationsmittels etwas 
auszubauen. Wir teilen im folgenden einige Ergebnisse mit, die bei 
Verwendung von Natriumhypochloritlésung erzielt wurden. 


Daf x-Aminosaéuren durch Natriumhypochlorit angegriffen werden, 
geht aus den Versuchen Effronts' und Langhelds* hervor. Der erstere 
konstatiert den bei der Reaktion zwischen Hypochlorit und Proteinen 
erfolgenden Verlust an bleichendem Chlor und sucht auf diesem Wege das 
..Reduktionsvermégen** der Proteine zu bestimmen. Langheld stellt bei 
den bekannten Aminosauren die Bildung des zugehérigen, um ein C-armeren 
Aldehyds neben Kohlenséiure und Ammoniak fest. Das Verhalten von 
Hippursaure usw., sowie der Proteine Casein, HiihnereiweiB und Leim wird 
als indifferent bezeichnet; Langheld weist auf die mégliche ph ysiologische 
Bedeutung dieser Abbauform hin. Ahnlich bezeugt MWilroy3, dab Hypo- 
chlorit auf Aminoséuren weit rascher einwirkt als auf Serum oder Hippur- 
saure. In einer umfangreichen Untersuchung von Engfeldt* iiber die Ein- 
wirkung der Dakinschen Hypochloritlésung auf organische Stoffe werden 
auch Aminosaéuren und Proteine mit diesem Reagens behandelt: es werden 
dabei zuerst quantitative Untersuchungen vorgenommen und die einzelnen 
Stadien der Reaktion durch Gleichungen dargestellt ; bei den Aminosauren 


1 J. Effront, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 37. 4290, 1904. 

2? K. Langheld, ebenda 42, 392 u. 2360, 1909; vgl. dagegen iiber die 
Resistenz der Aminosiuren — auBer Arginin gegen Natriumhypobromit: 
T. Stuhetz. Monatsh. f. Chem. 27, 601, 1906. 

3 Th. H. Milroy, Biochem. J. 10, 453, 1916; zit. nach Chem. Centralbl. 
1917, I, 105. 

4 N.O. Engfeldt, H. 121, 18, 1922, dort auch Literatur tiber friihere 
Arbeiten, namentlich die von Dakin und Mitarbeitern. 
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wird der Verbrauch an Hypochlorit gemessen und dabei gefunden, dab 
Glykokoll von allen gepriitten Aminosiuren am traigsten reagiert:; ebenso 
wird bei Proteinen der Hypochloritverbrauch und der Verlauf der Ammo- 
niak- und CO,-Abspaltung quantitativ verfolgt. Eine weitere Umsetzung 
unter Zerlegung des Ammoniaks zu Stickstoff findet erst bei Anwendung 
eines bedeutenden (‘berschusses statt (z. B. 1 Mol Aminosiure : 3,5 Mol 
NaClO). Sakaguchi! konstatiert die Zerst6rung von Arginin in Proteinen 
bei der Behandlung mit Hypochlorit und untersucht das entstandene 
. Desarginoprotein’. Wright? miBt mit Hilfe einer graphischen Darstellung 
den Hypochloritverbrauch als Funktion der Protein- bzw. Aminosiuren- 
menge; dabei wird bei niedrigem Zusatz des Proteins mehr Hypochlorit ver- 
braucht als bei héherem Zusatz. 

Wir haben hier die Beantwortung einiger der Fragen versucht, 
die bereits bei der Permanganatoxydation in der vorhergehenden Ab- 
handlung aufgeworfen wurden. 


Zunichst wurden die Werte fiir die Ammoniakabspaltung aus 
Aminosduren quantitativ ermittelt und verglichen. Die nach Graebe 
bereitete und nach Treadwell? ausgewertete Natriumhypochloritlésung 
wurde auf die untereinander aquivalenten Aminosdurelésungen bei 
Zimmertemperatur so einwirken gelassen, daB die verwendete Hypo- 
chloritmenge wie bei der Permanganatoxydation jeweils !/, bis |, des 
zur totalen Oxydation der Aminosiure notwendigen Quantums ent- 
sprach. Nach 24 Stunden Einwirkung wurde das gebildete Ammoniak 
mit Magnesia abdestilliert; ein CberschuB8 von NaClO war zu diesem 
Zeitpunkt nicht mehr vorhanden: beim Aufkochen der Lésung mit 
HCl entwich kein Chlor. 

Ansatz: z. B. 50cem (0,0825g) Phenylalanin in n 10 NaOH 

1,8 ccm (enthaltend 0,088 g) NaClO. 
Wir erhielten NH,-Stickstoff in Prozenten des Seitenketten- 


stickstoffs : 
fir Glykokoll . . . . . . 19-25% 


TI, ove) re: a ee a 

MOG 66 «sew « ww SE™, 

Phenylalanin. . . . . 49—50°, 

Tyrosin ........ . 64% (Mittelwert) 
~~ HOMES kaw eh ewe OO 


Die Desaminierung ist, wie man sieht, eine betrachtliche, weit 
héher als bei der entsprechenden KMnO,-Behandlung. Nur das 


~ 


Sh. Sakaguchi, J. of Biochem. Tokyo 5, 143, 1925. 
N.Ch. Wright. Biochem. J. 20, 524, 1926. 

Vgl. Houben, Methoden der org. Chem. IT. Bd., 8. 209. 
Analyse IT., 4. Aufl.. S. 515. 


- o& 








Gl 
be) 


44. 
An 
ver 
chi 
Wi 
in 

Cry 
NI 
Vel 
An 


sta 
auc 
de1 
van 
lés 
ent 


dau 
der 


spre 


beh 
1S 
erfa 
fast 
bild 
neu 


Das 


die . 
qual 
verv 





labs 


nso 


no- 
ing 


ing 
ol 
1en 
ne 
inp 
Pli- 


er- 


ht, 
\ b- 


rus 
3 
ng 
bel 
0- 


les 


ak 
‘m 
rit 


‘it 


as 








Wirkung von Natriumhypochlorit auf Aminosauren und Proteine. 389 


Glvkokoll bleibt deutlich zuriick; damit stimmt der von Engfeldt 
bemerkte niedrige Hypochloritverbrauch dieser Aminosaure iiberein. 
Analoge Resultate (Glykokoll 23,4°), Alanin 44,9°,, Phenylalanin 
44,.9°, des Gesamt-N) wurden auch nach bloB e/nstiindigem Stehen der 
Ansatze erzielt; auch dann war das gesamte zugesetzte NaClO bereits 
verbraucht. Andert man das Mengenverhaltnis Aminosaure zu Hypo- 
chlorit, so verschieben sich auch die Zahlen fiir die Ammoniakabspaltung. 
Wird z. B. auf 1 Mol Aminosiure je 1'/, Mol NaClO zugesetzt, wie dies 
in anderem Zusammenhang Firth und Mitarbeiter! taten, so bleibt das 
Glykokoll nicht mehr hinter den anderen Aminosdéuren zuriick, ja seine 
NH,-Abspaltung kann die der anderen iibertreffen. Wir erhielten bei dieser 
Versuchsanordnung nach einstiindigem Stehen far Glykokoll 53,2°, 
Ammoniak-N vom Gesamt-N; fiir Alanin 48,9°,, fiir Leucin 44.6%. 

Beim Histidin wurde wieder die Frage aufgeworfen, ob das ent- 
standene Ammoniak ausschlieBlich aus der Seitenkette oder zum Teil 
auch aus dem Imidazolkern stammt. Zu diesem Zwecke wurden in 
dem Loésungsgemisch Bestimmungen des freien Aminostickstoffs nach 
van Slyke vorgenommen. Eine entsprechende Natriumhypochlorit- 
lésung ergibt eine vom ,,Wasserwert’ kaum = abweichende  Cas- 
entwicklung. 

Es lieferte unbehandeltes Histidin 0.0075 ¢ bei einer Bestimmungs- 
dauer von '/, Stunde: 0,627 mg Amino-N, von 1'/; Stunden: 0,691 mg; 
der theoretische Wert betragt 0,70 mg Amino-N. 

Die gleiche Menge Histidin, die zuvor 24 Stunden mit der ent- 
sprechenden Menge NaClO gestanden war, gibt nach 


uk (0.358 mg NH,-N 

oe "10,418 .. NHN 
] ie sow ee . OS. BE 
a coe ~« ~~ OO. BES 
2 pee 3 2. Ce. Bien 


Der Wert fiir den Amino-N bleibt zunachst hinter dem fiir un- 
behandeltes Histidin zuriick, da das gebildete Ammoniumsalz in ! , bis 
1 Stunde noch nicht véllig durch die Reaktion mit Nitrit-Eisessig 
erfaBt wird; nach I! , bis 2 Stunden wird der theoretische Wert (0,70 mg) 
fast voéllig erreicht, aber nie diberschritten, so daB eine Ammoniak- 


bildung aus dem Imidazolkern wie tibrigens auch die Ausbildung 
neuer freier Aminogruppen durch Kernéffnung auszuschlieBen ist. 


Das Hypochlorit greift lediglich den Stickstoff in der Seitenkette an. 


Il. 

Die Oxydation von Protein wurde in der Weise ausgefiihrt, dab 
die verwendete NaCl O-Menge in alkalischer Losung dasselbe Sauerstoff- 
quantum liefern muBte, wie die in der vorhergehenden Abhandlung 
verwendeten Kaliumpermanganatmengen, die das Protein bei ihrer 


! Q, Fiirth, A. Friedrich u. R. Scholl, diese Zeitschr. 240, 50, 1931. 
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Kinwirkung in ,,Oxyprotsulfonsdure’’ bzw. ,,Peroxyprotsadure’’ ver- 
wandelt hatten. 


Z. B. 20 ¢ Casein wurden in 18 cem n NaOH und Wasser gelést, dann 
die entsprechende Menge Natriumhypochlorit  zugesetzt und durch 
24 Stunden einwirken gelassen, dabei nimmt die Lésung eine rétlichbraune 
Farbung an. Es folgt eine mehrtaigige Dialyse gegen flieBendes Wasser, 
dann einige Stunden gegen destilliertes Wasser, bis die Reaktion auf Cl’ 
bzw. ClO’ verschwunden ist. Die im Dialysierschlauch verbliebene Lésung 
wird mit 10° ig. HzSO, ausgefallt und der Niederschlag noch sorgfaltig 
ausgewaschen. Eine Chlorbestimmung nach der Methode von Pringsheim! 
ergab in dem erhaltenen Produkt noch einen Chlorgehalt von 0,65 %>. 

Dieses Produkt, das also der mit K MnO, erhaltenen Oxyprotsulfon- 
siure entspricht, gibt nicht mehr die Reaktionen auf Tyrosin und 
Tryptophan. In ganz analoger Weise wurde eine ,,Oxyprotsulfonsaure**‘ 
aus Serumalbumin bereitet. 

Bei der analogen Bereitung eines héheren Oxydationsproduktes, wobei 
auf 20g Casein etwa 25g NaClO zur Anwendung gelangten, zeigte sich 
gegeniiber der Permanganatbehandlung der Unterschied, dai — auch 
bei 30tagigem Stehen des Ansatzes — beim Anséuern noch eine Fallung 
eines Proteinkérpers erfolgt. Niederschlag und Filtrat wurden getrennt 
untersucht. 

Wir geben die Werte fiir den freien Amino-N in Prozenten des 
Gesamt-N nach van Slyke wieder: 





1. Oxydationsprodukt 








SRS EE ; 
Ablesung Casein albumin aus Casein aus Serumalbumin 
nach 24 Std. nach 24 Std. nach 3 Tagen 

Nach J, Std.. 4.2 5.3 4,0 3,7 5.2 

" . 4.8 6,1 46 3.2 6,6 

~~ ie % 7.2 8,3 6,1 7,5 8,1 

Hoheres Oxydationsprodukt aus Casein 

Ablesung Casein nach 15 Tagen nach 30 Tagen 
Niederschlag Filtrat Niederschlag Filtrat 
Nach 1, Std. . 4,2 4,2 4,0 9,2 9,4 
% 4,8 5,7 10,9 10,3 17,2 
ae 7,2 7,2 12,5 _- 17,6 


Wir sehen, daB der Amino-N-Wert des ersten Oxydationsproduktes 
(,,Oxyprotsulfonsiure™) bei 24stiindigem Stehen mit dem Hypochlorit 
noch etwas hinter dem des nativen EiweiBkérpers zuriickbleibt, aller- 
dings ist der Unterschied hier weniger deutlich als bei der Permanganat- 
oxydation: nach dreitigigem Stehen des Ansatzes ist der Unterschied 


1 Vgl. H. Meyer, Analysen, Konstitutionsermittlung usw., 5. Aufl., 
1931, S. 138f. 
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vollig geschwunden. Bei dem hoheren Oxydationsprodukt zeigt der 
ausgefillte Teil erst nach 30tagigem Stehen einen deutlich hoheren 
Aminowert. wahrend im Filtrat natirlich die tiefer abgebauten Produkte 
die Zahl bedeutend ansteigen lassen. 


Il. 

Die erste Oxydationsstufe des Caseins mit Natriumhypochlorit 
zeigt das Ergebnis der N-Verteilung nach van Slyke; als Vergleichs- 
zahlen mégen die entsprechenden Werte fiir unbehandeltes Casein und 
fir die ,,Oxyprotsulfonsiure’’ nach Permanganatbehandlung dienen. 





NaCl10-Produkt Casein K Mn O,-Produkt 

0 0 0 ‘ 0 

ED ies we Wwe 13,2 15.5 14,3 
Melanin-N OP Pa ae 0.20 0,24 018 
Ammonmk-N.. ww ttt 1,70 1.37 1.43 
Basen-N (Diaminosaiuren) . . . 2,50 341 2.84 
Monoaminosauren-N..... . 8,70 9,46 8,00 
Summe: 13,10 14.48 12,45 


Die Zahlen stimmen mit den bei KMnO,-Behandlung erhaltenen im 
wesentlichen tiberein. 

IV. 

Auch der Cystingehalt’ des ersten Oxydationsproduktes wurde 
nach Folin und Marenzi' bestimmt. Er ergab sich zu 1,5 bis 1,6°, 
sowohl bei 24stiindigem wie bei dreitagigem Stehen des Serumalbumins 
mit der Hypochloritlésung: also auch hier ist ein betrachtlicher Anteil, 
etwa die Héljte des Cystins noch erhalten und nicht in Cysteinsdiure 
iibergegangen. Wir tiberzeugten uns auch von dem Vorhandensein des 
sogenannten Blei schwdrzenden Schwefels, wobei nach dem Vorgang 
von Schulz? die Substanz mit Zinkstaub und Alkali unter allmahlichem 
Zusatz von Bleiacetatlésung am RiickfluBkiihler gekocht wird. Bei 
dem 24 Stunden-, wie bei dem 3 Tage-Produkt wurde der Riickstand 
von Pb” frei gewaschen, dann in Salpetersiiure gelést und nach Ver- 
diinnen durch Schwefelwasserstoff das noch vorhandene Blei als Sulfid 
wieder ausgefallt. 

V. 

Wir fiihrten schlieBlich einen Versuch mit dem kaéauflichen Reagens 
..Diaphanol™ (Chlordioxyd in Essigséiure, Griibler) aus: dasselbe soll 17.5 g¢ 
C1O, in 1 Liter enthalten’*. 


1 Q. Folin u. A. D. Marenzi, J. of biol. Chem. S83. 103 u. 109, 1929. 
2 FL N. Schulz, H. 25. 16, 1898; 29 86, 1899. 
3 BE. Schmidt u. F. Duysen, Ber. 54, 3241, 1921. 
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5g Casein in 45 cem n/l10 NaOH werden in 50 cem des urspriinglichen 
Reagens, das mit 20° ig. Na,CO, neutralisiert worden war, versetzt und 
24 Stunden stehengelassen. Die Lésung wurde 2 Tage gegen flieBendes 
Wasser und 2 Stunden gegen destilliertes Wasser dialysiert. Beim An- 
siuern tritt nur eine milchige Triibung auf, erst bei Zusatz von MgSO, 
fallt ein EiweiBkorper aus; der abfiltrierte und ausgewaschene Kérper 
gibt noch schwache Reaktion auf Tyrosin und Tryptophan (etwa !/; der 
im nativen Protein vorhandenen Menge); die Chlorbestimmung gab 0,23 ©,. 
Die Bestimmung nach van Slyke ergab 
nach ‘'/,Stunde 3,9°, Amino-N vom Gesamt-N 

ile ” 4.6% ‘5 oe ‘ 

»  I'/, Stunden 5,0, = = - 
in ziemlich guter Ubereinstimmung mit den obigen Werten bei der Oxydation 
mit Hypochlorit (siehe Tabelle) fiir das erste Oxydationsprodukt. 


Zusammenfassung. 


Beim Studium der Einwirkung von Natriumhypochlorit auf Amino- 
siuren und Proteine wurde festgestellt : 

1. Die Ammoniakabspaltung aus Aminosiiuren ist unter Ver- 
suchsbedingungen, die den bei der Kaliumpermanganatoxydation 
eingehaltenen entsprechen, eine recht betrachtliche, nur das Glykokoll 
bleibt zuriick. Beim Histidin entstammt das ganze entwickelte 
Ammoniak ausschlieBlich der Seitenkette. 

2. Die Behandlung der Proteine mit Natriumhypochlorit erfolgt 
mit dem Ziele, analoge Oxydationsprodukte wie bei Permanganat- 
oxydation zu gewinnen. Dieselben enthalten eine Spur Chlor und geben 
nicht mehr die Farbreaktionen auf Tyrosin und Tryptophan. Es wird 
der freie Aminostickstoff nach van Slyke sowie die Stickstoffverteilung 
bestimmt. Wie bei der KMnQ,-Oxydation bleibt der freie Amino-N- 
Wert der ,,Oxyprotsulfonsiure’ auch hier hinter dem des nativen 
Proteins etwas zuriick. Bei dem héheren Oxydationsprodukt wird 
ein noch ausfallbarer Anteil vom Filtrat gesondert behandelt ; im letzteren 
befinden sich die tiefer abgebauten Anteile mit den héheren Amino-N- 
Werten. Die Stickstoffverteilung ergibt Resultate, die den bei der 
KMn0O,-Behandlung erhaltenen im wesentlichen entsprechen. 

3. Vom Cystingehalt des Serumalbumins ist in dem ersten Oxry- 
dationsprodukt noch etwa die Hilfte erhalten; auch die nach dem 
Vorgang von Schulz unter Zusatz von Zink vorgenommene Priifung 
auf Blei schwarzenden Schwefel ist positiv. 

4. Bei einem Versuch mit ,, Diaphanol* (Griibler) wurde das oxydierte 
EiweiBprodukt beim Ansauern erst nach Zusatz von Magnesiumsulfat 
ausgefallt; das Produkt gibt noch schwache Reaktionen auf Tyrosin 
und Tryptophan. Die van Slyke-Werte stimmen mit den bei der Hypo- 
chloritbehandlung gefundenen iiberein. 
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Zur Kenntnis reduzierender Zucker. II’. 


Von 
Wi. Gabryelski und L. Marchlewski. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Jagiell. Universitat, Krakau.) 
(Eingegangen am 25, Mdrz 1955.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


In der vorhergehenden Abhandlung? wurde gezeigt, daB Glucose 
und Galaktose ihre urspriinglichen kontinuierlichen Spektren unter 
dem EinfluB von Natronlauge sehr betrachtlich andern. Die ein- 
tretenden Anderungen hangen mit der Einwirkungsdauer des Reagenzien 
zusammen. Langere Einwirkung verursacht tiefere Umwandlungen, 
die durch das Entstehen von Koérpern, welche stark und selektiv ab- 
sorbieren, erklirt werden miissen. Ahnliche Wirkungen haben Lésungen 
von Guanidin. 

In der vorliegenden Mitteilung wollen wir iiber Versuche berichten, 
welche die Ermittlung des Minimums der Hydroxylionenkonzentration 
zum Gegenstand haben, die notwendig ist, um die erwihnten Anderungen 
im Spektrum der Glucose zu vollbringen. AuBerdem soll gezeigt werden, 
dab, falls die Wirkung des Alkalis nur ganz kurze Zeit andauert, die 
zerstérende Wirkung ausbleibt und man nach dem Neutralisieren der 
Lauge nahezu unveranderte Glucose zuriickgewinnt. Solange jedoch 
die Lauge in der Lésung vorhanden ist, verursacht sie einen spezifischen 
EinfluB auf das Glucosemolekiil, dank welchem sie selektiv absorbiert. 

Versuch 1. Eine molare Lésung von Glucose wurde, nachdem sie 
keine Mutarotation mehr zeigte, mit dem gleichen Volumen von n Natron- 
lauge vermischt und sofort spektrographisch in 2¢m Schicht untersucht. 
Die folgenden numerischen Werte wurden ermittelt. wobei E den molaren 
Extinktionskoeffizienten bedeutet. Die zugehérige Absorptionskurve 
wurde mit Hilfe der Logarithmen dieser Werte konstruiert. 


! Vorgelegt der Polnischen Akademie der Wissenschaften. 
2 Diese Zeitschr. 250, 385, 1932. 
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Konz. der Glucoselésung 0,5 mol., der Lauge 0,5 n. 


Wt. Gabryelski u. L. Marchlewski: 





E d 

1.5 2398 

1,4 2402 

1.3 2408 3075 ~=8:150 

1,2 2410 3030 = 3190 

1,1 2412 3000 = 3220 
1,0 2418 2965 3245 
0.9 24922 =2642 2705 2920 83275 
0.8 2432 «2630 2822 2875 83290 
0,7 2442 = =2610 3315 
0,6 2452 2590 3330 
0.5 2488 2558 3355 
0,4 3390 
0,3 3435 
0,2 3540 
0,1 3715 


Den obigen Messungen entspricht die Kurve 1 auf Abb. 1, wahrend 
Kurve 0 das urspriingliche Verhalten der reinen Glucose veranschaulicht. 
Die Kurve | zeigt zwei Absorptionsbinder mit den Maxima 2673 und 
3121 A. Das py der Lésung ist 12,89. 
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Versuch 2. Die alkalische Lésung des Versuchs 1 wurde sofort nach 
der Herstellung mit dem gleichen Volumen Salzsaure neutralisiert, also die 
Konzentration war jetzt 0,25 mol., wurde aber in zweimal dickerer Schicht 








untersucht, also d 4em. Erhalten wurde: 
I 4 E A 
1,0 2108 0,5 2318 
0,9 2138 0.4 2415 
0.8 2180 0,3 2738 
0.7 2210 0,2 3090 
0,6 2255 01 3515 


Das Ergebnis wird durch Kurve 2 veranschaulicht. Wie ersichtlich, 


sind die beiden sehr ausgepragten Béander verschwunden, aber die ur- 
spriingliche 0-Kurve wurde nicht erreicht, sie zeigt eine geringe Aus- 
buchtung, und die allgemeine Absorption ist gréBer. 

Versuch 3. Es wurde eine Lésung hergestellt, welche 0.5 mol. Glucose 


und 0,25 n NaOH enthielt. Nach dem Vermischen der Bestandteile wurde 
sofort photographiert. Schichtdicke 0,5em. Die Messung ergab: 





E A 

1,5 2360 

1,4 2362 

1,3 2368 

13 2370 

iz 2372 

1,0 2375 

0,9 2380 

0.8 2388 

0,7 2393 

0.6 2400 

0.5 2410 

0.4 2420 

0,3 2440 3040 =3130 
0.2 2468 2645 2750 3090 38230 
0,1 3360 


Das pu war 12,06. Kurve 3, Abb. 1, zeigt das Ergebnis. Ein zwei- 
bandiges Spektrum erscheint, und die Maxima betragen 2697 und 3085 A. 


Versuch 4. Die Lésung des Versuchs 3 wurde neutralisiert, wobei die 
Konzentration auf die Halfte fiel, deswegen wurde eine doppelt so grobe 
Schicht durchlichtet. Die Neutralisierung erfolgte sofort nach dem Mischen 
der Lauge mit der Zuckerl6sung. Gemessen wurde: 





E 4 bE 4 
0,8 2110 0,4 2420 
0,7 2162 0,3 2630 
0,6 2235 0.2 3660 
0,5 2312 


Das Ergebnis veranschaulicht Kurve 4, Abb. 1. Selektive Absorption 
ist nicht wahrzunehmen. Der Verlauf dieser Kurve ist ein anderer als det 
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der Kurve 2, was darauf hindeutet, daB die auch nur ganz kurze Wirkung 
der Lauge minimale Zersetzungen des Zuckers verursachen. 

Versuch 5. Angewandt wurde eine 0,5 mol. Glucose und 0,125 n NaOH 
enthaltende Lésung. pa = 11,67. Nach der Herstellung der Lésung wurde 
sofort photographiert, unter Anwendung einer 2 em-Schicht. 





I / BE r) 
1,5 2332 0,7 2360 
1,4 2337 0.6 2368 
1,3 2340 0.5 2378 
1,2 2342 0,4 2385 
1,1 2345 03 2408 
1,0 2348 0,2 2435 
0,9 2352 0,1 2495 
0,8 2357 





Kurve 5, Abb. 1, zeigt diese Verhaltnisse. Wie ersichtlich, ist die 
Absorption kontinuierlich. 

Wird die Lésung aber fiir 3 Stunden sich selbst tiberlassen, so tritt 
eine sehr ausgesprochene Anderung ein, wie die folgenden Messungen 








zeigen. 
E 4 E A 
1,5 2340 0,7 2375 
14 2342 0,6 2383 
1,3 2348 0,5 2390 
1.2 2352 0,4 2410 
1.1 2355 0,3 2438 2592 3000 
1,0 2360 0,2 3180 
0.9 2362 0,1 3330 
0,8 2370 


Abb. 1, Kurve 6, veranschaulicht die getibte Absorption. Wie er- 
sichtlich, erscheint ein Band mit dem Maximum bei 2796 A. 

Versuch 6. Diesmal wurde eine noch schwachere NaOQH-Lésung an- 
gewandt. Die Lésung enthielt 0,5 mol. Glucose in n/100 NaOH. Der 
pu-Wert betrug 10,49. Die erste photographische Aufnahme wurde nach 
20 Stunden ausgefiihrt. Kein Band erschien, wie die Kurve 7, Abb. 1, 
zeigt, aber nach 75stiindigem Einwirken der Lauge tritt wieder selektive 
Absorption ein (Abb. 1, Kurve 8). Gemessen wurde eine 2 c¢m-Schicht. 








E 4 1 r) 

1,2 2200 0,6 2250 

1,1 2208 0,5 2270 

1,0 2218 0,4 2285 

0.9 2225 0.3 2320 2570 2740 
0,8 2232 0,2 2360 2485 2835 
0,7 2241 0,1 2935 


Die Kurve zeigt ein Maximum bei 2655 A. 
Versuch 7. Bei der Anwendung noch schwacherer Natronlauge verlief 
der Versuch, wie zu erwarten war, analog aus. Verwendet wurde eine 0,5 mol. 
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Glucoselésung in 0.002 n NaQH. Gemessen wurde in 2 ¢m-Schicht nach 
240stiindiger Einwirkung. Die Losung zeigte py bis 9.58. Kein Band wat 
zu bemerken, nur eine vergrOBerte allgemeine Absorption. Kurve 9, Abb. 1 


Versuche mit Galaktose. 

Wie der eine von uns mit Awiecinski! bereits im Jahre 1926 gezeigt 
hat, verursacht vollig reine Galaktose, entgegen der Angabe von Purvis, 
keine selektive Absorption, sondern zeigt ahinlich wie Glucose eine konti 
nuierliche Absorption. Es war daher interessant, zu untersuchen, wie sich 
dieser Zucker gegen Alkalien verhalt. 

Die molare Absorption veranschaulicht Kurve 0 in Abb. 2. 


Versuch 8S. 0,5 mol, Galaktose in 0,5n NaQH geldst, py bis 13,04. 


Schichtdicke 2 em. 








E A 
15 2432 2625 2735 

1,4 24388 2602 2748 

1,3 2442 2575 2772 

1,2 2455 2560 2790 

1.1 2470 2555 2810 

1.0 2835 =93050 = 3120 

0,9 2915 2985 3180 

08 3235 

0,7 3285 

0,6 3320 

05 8400 

0.4 3515 

0.3 3680 

0,2 3950 

Abb. 2. Kurve 1. veranschaulicht obige Messungen. Sie zeigt zwei 


Maxima bei 2680 und 3085 A. Wird die obige Lésung sofort mit Salzséure 
neutralisiert, so entsteht eine 0,25 mol, Galaktose entsprechende Konzentra- 
tion, welche in 4em-Schicht untersucht, folgzende Zahlen ergah: 





} A } d 
0.8 2125 0,4 2342 
0,7 2165 03 2505 
0,6 2212 0,2 2738 
0.5 2268 O1 2980 


Dieses Ergebnis veranschaulicht Kurve 2, Abb. 2.0 Wie ersichtlich, 
sind die beiden Banden verschwunden, und das urspriingliche Spektrum 
der Galaktose wurde nahezu in urspriinglicher Form regeneriert. 

Versuch 9. Untersucht wurde eine Lésung, welche 0.5 mol. Galaktose 
in 0,25n Natronlauge enthielt. pH der Lésung 12,4. Werte der photo- 


graphischen Platte: 


1 Bull. de Acad. Pol. des Sciences et des Lettres 1926, S. 255. 
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E i 
1,5 2395 
1,4 2398 
1,3 2400 
12 2408 
i 2412 2655 2695 
1,0 2418 2648 2712 
0,9 2420 2642 2730 
0,8 2430 2638 2750 
0,7 2488 2625 3770 
0,6 2450 2580 2810 
0,5 2462 2525 2850 3010 3180 
0,4 3240 
0,3 8300 
0,2 3370 
0,1 3480 
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Diese Ergebnisse sind durch Kurve 3, Abb. 2, wiedergegeben. Die 
Kurve zeigt zwei Maxima, 2675 und 3095 A. 

Versuch 10. Eine Lésung, welche 0,5 mol. Galaktose in 0,125 n NaOH 
enthielt, zeigte kein ausgesprochenes Band, obwohl, wie Kurve 4 in Abb. 2 
veranschaulicht, eine gewisse Selektion wahrnehmbar ist. Wird aber diese 
Lésung nochmals nach 4 Stunden untersucht, so tritt ein sehr = aus- 
gesprochenes Band auf. Gemessen wurde: 








I 4 I } 
1,5 2370 0,8 2410 2570 2790 
1,4 2375 2650 2700 MY 2425 9540 2825 
1,3 2380 2640 2715 0,6 2460 2502 2865 
1,2 2385 2635 2740 0.5 3180 
1,1 2390 2630 2760 0.4 3300 
1.0 2398 2620 2770 0.3 3385 
0.9 9402 2398 2780 0.2 3670 


Das Maximum des Bandes liegt bei 2675 A, wie Kurve 5, Abb. 2, zeigt. 
PH ] 1,84. 


Versuch 11. Gegen n/100 NaOH ist Galaktose weniger widerstands- 
fahig als Glucose. Nach 72 Stunden erscheint ein starkes Band mit dem 
Maximum bei 2685 A. Das py dieser Lésung ist 10,63. Gemessen wurde 
bei der Schichtdicke 0,5 em. 





I 4 E 4 
0,7 2645 2710 0,3 2197 2515 28380 
0,6 2615 2740 0,2 2255 2468 2870 
0,5 2580 = 2765 0,1 2320 2398 «= -:2930 
0.4 2152 2548 = 2800 


Siehe Kurve 6, Abb. 2. 


Versuch 12. Eine Lésung von Galaktose in 0,002n NaOH mit 
pu = 9,81 verursacht keine selektive Absorption, sogar nicht nach 
240stiindigem Stehen. Siehe Kurve 7, Abb. 2. 


Versuche mit Maltose. 

Das Spektrum der Maltose hat der eine von uns bereits im Jahre 
1928 mit Awiecinski! beschrieben. Auch dieser reduzierende Zucker zeigt 
nur kontinuierliche Absorption, wenn er ganz rein vorliegt. 

Versuch 13. Es wurde eine Lésung von 0,2 mol. Maltose in 0.5 n NaOH 
hergestellt und sofort untersucht, und zwar in einer 2¢m-Schicht. Die 
Messung ergab: 


1 Bull. de ’Acad. Pol. des Sciences et des Lettres 1928, S. 271. 
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BE A 

15 2410 

1,4 2417 

1.3 2425 2645 2720 3052 3180 
1,2 2435 2620 2738 3025 3225 
1,1 2450 2562 2765 2980 3270 
1,0 2825 2930 3300 
0.9 3340 
0.8 3390 
0,7 3465 
0.6 3520 
0.5 3550 
0.4 3600 
0,3 3650 
0.2 3700 
0.1 3990 


Kurve 05, Abb. 3, veranschaulicht diese Absorptionen. Wie ersichtlich, 
erscheinen zwei Bander mit den Maxima 2682 und 3116 A. py 13.14. 


Versuch 14. Wird obige Lésung mit 


gleichen Volumen ent- 


sprechender Salzséiure neutralisiert, so entsteht eine Losung, welche nahezu 


Mgé|. 240h Z \ 
\ 


i i 
wt Paton 
as Ss aol “ ga~w XS 
Sn ll NS 
Sree —~s SYS. 
SS 
\ WN 
“ 
\ 
' 


_ 


\ 

2 

” \ a, 
a ee ON 


\ 
| ‘ 





10 ie 


~240h 


\ 
AN Zh 


\ zor 





2200 2500 5000 5500 


Abb. 3. 


¥000 A 








das 


und 
(ren 


vela 


unte 


Max 


das 
zent 


zwel 
ist bh 


das 
O00, 





h, 


vu 





Zur Kenntnis reduzierender Zucker. II. 401 


das urspriingliche Maltosespektrum aufweist. Die Bander verschwinden, 
und die kontinuierliche Absorption ist etwas starker als die urspriingliche. 
(remessen wurde eine 4em-Schicht. Siehe Abb. 3, Kurve ..neutr.”* 


Versuch 15. Die Lésung des Versuchs 13 wurde 6 Stunden stehen- 
gelassen und dann nach dem Verdiinnen mit dem gleichen Volumen Wasser 
untersucht. Schichtdicke 0.5em, Konzentration 0,1 mol. 





( / } 
1.5 2385 30 
1,4 2395 28 
1,3 2403 26 
1,2 2420) 24 
3 2435 92 
1,0 2448 20 
09 2465 18 
0.8 2498 16 
0.7 2530 14 
0.6 2622 3055 3175 12 
0.5 2790 2980 3235 10 
0,4 3315 8 
0.3 3380 6 
0,2 3510 4 


Wie aus der Kurve 64, Abb. 3, ersichtlich, erscheint ein Band, dessen 
Maximum bei 3115 A liegt. 

Versuch 16. Die Lésung des Versuchs 13 wurde nach 24 Stunden aut 
das Zehntache verdiinnt und in einer 0,5¢m-Schicht untersucht. Kon 
zentration 0,02 mol. Die Messung ergab: 





ri i } 
1.5 2322 150 
14 2328 140 
1,3 2345 130 
iz 2370 120 
Li 2385 110 
1,0 2415 100 
0.9 2442 2885 3042 99) 
0.8 2480 MDD 3110 x0 
0,7 3180 70 
0,6 3245 60 
05 3340 50 
0.4 34385 3900 = 4100 40 
03 3560 =33645 0 42060 30 


Kurve 245, Abb. 3. zeigt diese Verhaltnisse. Wie ersichtlich, erscheimen 
zwei Bander mit den Maxima 2963 und 4000 A, und die allgemeine Absorption 
ist bedeutend vergroBert. 


Versuch 17. Die Lésung des Versuchs 13 wurde nach 72 Stunden aut 
das 40fache verdiinnt und in 0.5¢m Schicht gemessen. Konzentration 
0,005 mol. Erhalten wurde: 








z 
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r 4 E 
is 2168 440 
1,0 2192 400 
09 2216 360 
0,8 2242 320 
07 2285 280 
0,6 2345 2780 3099 240 
0.5 2418 2652 3150 200 
0,4 3250 160 
0.3 3400 120 
0,2 3650 80 


Die allgemeine Absorption wird gréBer, und ein Band mit dem Maximum 
2935 A ist sichtbar. Siehe Kurve 72", Abb. 3. 


Versuch 18. Die Lésung des Versuchs 17 wurde einige Male mit Ather 
extrahiert und die extrahierte L6sung von neuem untersucht. Die Absorption 
blieb im allgemeinen erhalten und das Maximum nahezu ebenfalls, namlich 
2881 A. Siehe Kurve extr., Abb. 3. 


Versuch 19. Die Lésung des Versuchs 18 wurde mit dem gleichen 
Volumen Salzséure neutralisiert und in lem Schicht untersucht. Kon- 
zentration 0,0025 mol. Kurve ..neutr.‘*, oben Abb. 3, veranschaulicht das 
erhaltene Resultat. Wie ersichtlich, ist die Intensitaét der Absorption 
wenig veradndert und eine undeutliche selektive Absorption bei etwa 
2881 A vorhanden. 


Versuch 20. Die urspriingliche 0,2 mol. Maltose in 0,5 n NaOQH-Lésung 
wurde nach 120 Stunden auf das 100fache verdiinnt und in 1 em-Schicht 





untersucht. Konzentration 0,002 mol. d= lem. Die Messung ergab: 
@ 4 E 
0,9 2168 459 
0,8 2210 400 
0,7 2258 2805 3040 350 
0,6 2338 2650 3110 300 
0,5 3170 250 
0,4 3250 200 
0,3 3325 150 
0,2 3426 100 
0,1 3570 50 


Kurve 1205 entspricht obigen Zahlen. Wie ersichtlich, ist die all- 
gemeine Absorption wiederum vergréBert, und ein Maximum bei 2922 A 
erscheint deutlich. Kurve 120%, Abb. 3. 


Versuch 21. Loésung wie in dem Versuch 20, aber nach 240 Stunden. 


Gefunden: 








ist 
vel 


Zel 


in 


na 








Zur Kenntnis reduzierender Zucker. 11. 403 





‘ 4 I 
1,3 2910 3000 650 
ES 2173 2865 3060 600 
A 2195 2815 3115 550 
1,0 2218 2770 38150 500 
0.9 2242 2700 3200 450 
0.8 2992 2600 3270 400 
0.7 2342 2590 3359 3509 
0.6 3450 300 
0,5 3570 250 


Kurve 2405 reprasentiert diese Verhiltnisse in Abb. 3. Wie ersichtlich, 
_ ist die Absorption noch weiter vergr6Bert und ein Maximum bei 2955 A 
verzeichnet. 

Nach den obigen Feststellungen wurde der EinfluB der NaOH-Kon- 











er zentration auf das Spektrum der Maltose untersucht. 
on Abb. 4, Kurve 0, zeigt das Spektrum der angewandten Maltose, welche 
ch in 0,2 mol, Konzentration und der Schichtdicke 2e¢m gemessen wurde. 
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n. Versuch 22. Eine Lésung von 0,2 mol. Maltose in 0,25 n NaOH sogleich 


nach der Herstellung in 2 em Schicht untersucht ergab: 
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‘ A E 

1,5 2400 3,75 
1,4 2405 3,50 
18 241% 3,25 
1,2 2425 3,00 
12 2448 2,75 
1,0 2720 2.50 
09 2770 2,25 
08 2835 2,09 
0,7 2930 1,75 
0.6 3110 1,50 
OD 3360 1,25 
0.4 3470 1.00 
03 3670 3870 4150 0.75 


Die Kurve 1, Abb. 4, zeigt einen unregelmaBigen Verlauf mit undeut- 
lichen Ausbuchtungen und einem ausgepragten Maximum bei 4010 A. 
Das pu war 12.65. 

Versuch 23. Dieselbe Lésung des Versuchs 22, aber nach einstiindigem 


Stehen untersucht: 





C A log E 
1.5 2412 0.574 
1,4 2432 «=2610 = 2720 0.544 
1.3 2438 2568 2770 0.511 
13 2840 3955 3190 0.477 
1,1 2930 3000 3260 0,439 
1,0 3310 0,397 
0.9 3360 0.352 
0,8 3410 3950 4100 0,301 
0,7 3530 =3900)— 44250 0,243 
0.6 3670 = 3890 0,176 


Diese Verhaltnisse veranschaulicht Kurve 2, Abb. 4. Wie ersichtlich, 
entstehen drei Bander mit den Maxima 2655, 3122 und 4025 A. 


Versuch 24. Die Starke der Lauge wurde im Vergleich mit dem vorigen 
Versuch auf die Halfte verringert. Es lag also eine Lésung von 0,2 mol. 
Maltose in 0,125n NaOH vor. Das py war 11,9. Eine 2 em-Schicht 
wurde durchlichtet : 








@ A log E « A log E 
1,5 2375 0.574 0,8 2478 0301 
1.4 2377 0,544 0.7 2540 0,243 
1,3 2385 0,511 0.6 2710 0.176 
1,2 2393 0,477 05 2885 0.096 
.% 2402 0,439 0.4 3130 0,000 
1,0 2415 0,397 03 3399 0.8757! 
0,9 2435 0.352 0,2 3615 0,698") 


Das Verhalten dieser Lésung zeigt die Kurve 3, Abb. 4. Wie man 
sieht, war die angewandte Natronlauge nicht stark genug, um in der Maltose 
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tiefere Umwandlungen hervorzubringen. Die allgemeine Absorption wird 
starker und im Vergleich mit reiner Maltose unregelmaBiger, aber deutliche 
Bander sind nicht vorhanden. 


Versuch 25. Losung 24 wurde erst nach 6 Stunden untersucht. 





“ 4 log I 3 
1.5 2385 O.574 
1.4 2340 0.544 
1,3 2410 O511 
1.2 2430 2615 2675 0477 
LJ 2740 0,439 
1,0 2765 0.397 
0,9 2800 0,352 
0.8 2835 0,301 
0,7 2910 0,243 
06 3005 0.176 
OD 3170 0.096 
0.4 3310 0,000 
0.3 3390 O.8757) 
0,2 3510 0,698"! 


Die obigen Verhaltnisse veranschaulicht Kurve 4, Abb. 4. Wie er- 
sichtlich, kommt wieder ein Band zum Vorschein, dessen Maximum bei 
2645 A liegt. 

Versuch 26. Aus dem Verlauf der Versuche 23, 24 und 25 war zu 
schlieBen, daB bei der Anwendung von noch verdiinnteren Loésungen eine 
deutliche Einwirkung der Natronlauge nur nach liangerer Einwirkungs- 


dauer zu erwarten ist. Daher wurde bei Anwendung einer Lésung von 
0.2 mol, Maltose in n/1l00 NaOH (px 10,6) und einer 1 em-NSchicht 


erst nach 432 Stunden gemessen und erhalten: 





« 4 log E 
1,5 2245 0.873 
1.4 2258 0.845 
1.3 2275 0.812 
1,2 2300 0.778 
1,1 2325 2638 2705 0.740 
1,0 2398 2480 2765 0.698 
0,9 2830 0,653 
0.8 2990 0,602 
0,7 3065 0.544 
0,6 3275 0477 
O95 3430 0.397 
0,4 3600 0,301 


Das pu der Lésung war 10,6. 

Kurve 5, Abb. 4, entspricht den obigen Messungen. Wie ersichtlich, 
erscheint ein Band mit dem Maximum 2676 A. 

Versuch 27. Eine noch verdiinntere NaOQH-Lésung verursacht mu 
eine Vertiefung der Absorption und nur eine schwache Andeutung eines 
Bandes. Verwendet wurde eine 0.2 mol. LOsung von Maltose in 0.002 n 
NaOH und durchlichtet wurde eine | ¢em-Schicht. Das py war 9.56. 
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@ 4 log E « 4 log E 
1.5 2365 0.875 0.9 9845 0,653 
1,4 2388 0,845 0,8 2950 0,602 
18 2422 0,812 0,7 3090 0,544 
1,2 2480 0,778 0.6 3270 0,477 
3 2620 0,740 0,5 3480 0,397 
1.0 2730 0,698 0,4 3800 0,301 


Kurve 6, Abb. 4, veranschaulicht die obigen Messungen. Ein aus- 
gepragtes Band ist nicht wahrzunehmen, nur eine verstarkte Gesamt- 
absorption. 

Ganz analoge Versuche wurden mit Lactobiose ausgefiihrt. Wie 
der eine von uns mit Awieciiski! nachgewiesen hat, zeigt dieser Zucker, 
entgegen den Behauptungen von Purvis und von Niederhof, kein Ab- 
sorptionsband, sondern nur eine kontinuierliche Absorption. 

Die erhaltenen Resultate, welche den beim Studium der Maltose 
ermittelten analog sind, werden demnachst mitgeteilt. 


SchluBbfolgerungen, 

Ubereinstimmend mit den im vorigen Jahre mitgeteilten Ergeb- 
nissen erzeugt eine frisch dargestellte und sofort untersuchte Lésung 
von Glucose, welche im Liter 0,5 mol. Zucker und 0,5 mol. NaOH enthailt, 
im Spektrum zwei Banden, deren Maxima bei 2673 und 3112 A liegen. 
(Friiher wurde gefunden 2680 und 3100 A. Die Ubereinstimmung ist 
als geniigend zu betrachten, angesichts der groBen Schwierigkeit bei 
der Ermittlung auf subjektivem Wege von Intensitatsgleichheiten im 
Falle nur schwacher Bander.) 

Die entstehenden Banden sind riickgangig zu machen, falls mar. die 
frisch dargestellte alkalische Lésung sogleich neutralisiert. Es resultiert 
eine ‘Lésung, die nahezu das urspriingliche Spektrum einer reinen 
Glucoselésung zeigt. Charakteristisch fiir die Absorptionskurve ist, 
daB das weniger gebrochene Band intensiver ist als das starker ge- 
brochene (Kurve 1, Abb. 1). Eine ganz analoge Umwandlung erfahrt 
Glucose in Natronlauge von der Konzentration 0,25 mol. Die er- 
mittelten Maxima betragen 2697 und 3095 A, aber die Intensitat der 
Absorption ist geringer, wie Kurve 3, Abb. 1, veranschaulicht. Das 
pu dieser Lésung ist 12,06. 

Die Neutralisation dieser Lésung bringt die Bander zum Ver- 
schwinden, Kurve 4, Abb. 1. 

tine verdiinntere NaOH-Lésung, enthaltend 0,125 mol. NaOH, 
zeigt unmittelbar nach der Herstellung keine selektive Absorption 


1 Bull. de Acad. Pol. des Sciences et des Lettres 1927, S. 393. 
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(Kurve 5, Abb. 1), verandert sich aber mit der Zeit und zeigt nach 
3 Stunden ein Maximum bei 2796 A. 

Eine noch weniger alkalische Lésung, mit dem py-Wert 10,49, 
zeigt auch nach 20 Stunden keine selektive Absorption, ein Band er- 
scheint erst nach 75 Stunden (siehe Kurve 8, Abb. 1) mit dem Maximum 
2655 A. Ebenso vermift man ein Band bei der Untersuchung einer 
Lésung, welche 0,002 mol. NaOH enthalt, deren py-Wert 9,58 betrigt 
(vgl. Kurve 9, Abb. 1). 

Wie sind nun die obigen Ergebnisse zu deuten ? Ahnliche Versuche 
wie die obigen haben bereits der eine von uns mit Awiecinski!, Shou 
und Wurmser*®, sowie Fischler, Hauss und Tdufel® ausgefiihrt. 

Shou und Wurmser (wir zitierten nach Fischler, Hauss und Tdufel) 
fanden beim Studium einer Lésung, welche 3g Glucose in 100 cem 
einer Phosphatlésung von pu = 7,2 enthielt und auf 40,2° erwarmt war, 
zu Beginn ein Band mit dem Maximum bei 2650 A, welches mit der Zeit 
sich gegen Rot verschob und dann ein Maximum bei 2850 A zeigte. 
Obwohl diese Versuche unter ganz anderen Bedingungen ausgefiihrt 
worden sind, ergaben sie insofern ein analoges Resultat mit dem unsrigen, 
als auch in diesem Falle ein Band in der Nihe des von uns gefundenen 
(2673) festgestellt wurde. Grundsatzlich anders fiel der Versuch insofern 
aus, als hier zwei Bander nicht gleichzeitig auftraten, sondern das 
weniger gebrochene erst nach laingerer Zeit erschien. Die Ergebnisse 
von Fischler, Hauss und Tdufel sind von denen von Shou und Wurmser 
insofern verschieden, als sie kein Band bei 2650 A finden, sondern nur 
ein Band 2850 A, und zwar bei Anwendung einer Lésung von 3 g Glucose 
in 100 cem m/100 NaOH, welche 18 Stunden lang bei 39 bis 40° ge- 
halten wurde. Bei den unsrigen Versuchen, welche aber bei gewohnlicher 
Temperatur ausgefiihrt wurden, bei Anwendung derselben NaOH- 
Konzentration, wurde sogar nach 20 Stunden noch keine selektive 
Absorption beobachtet, wohl aber erscheint nach 75stiindiger Kin- 
wirkung das Band bei 2655 A, welches Shou und Wurmser zu Anfang 
ihres Versuchs beobachteten und welches wir bei stairkeren NaQOH- 
Konzentrationen neben einem zweiten Band fanden. Aber ein Band 
bei 2840 oder 2850 A ist bei den Bedingungen unserer Versuche, d. h. 
bei Zimmertemperatur, nicht erschienen. 

Erwigt man nun, daB bei samtlichen Versuchen, bei welchen 
Glucose méglichst schonend mit Lauge behandelt wurde, ein Band bei 
2650 (Shou und Wurmser) bzw. 2673 bzw. 2655 A (Gabryelski und 
Marchlewski) erscheint und daB dieses Band wieder durch Neutralisation 


1 Bull. de Acad. Pol. des Sciences et des Lettres 1929, S. 317. 
2 Diese Zeitschr. 227, 163, 1930. 
3 Ebenda 227, 156, 1930. 
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der sehr kurz unter dem EinfluB von NaOH verbleibenden Glucose 
zum Verschwinden gebracht werden kann, so ergibt sich der SchluB, 
daB dieses Band nicht durch Zersetzungsprodukte der Glucose ver- 
ursacht wird, sondern dab es die aldehydische Form der Glucose verrat, 
welche in neutralen Lésungen dieses Zuckers nicht bestehen kann, 
aber bei Anwesenheit von OH-Ionen existenzfahig wird. Es ist ein 
gewisses Minimum der OH-Ionenkonzentration nétig, um bei gegebener 
Temperatur diese aldehydische Umwandlung zu ermdéglichen ; bei 40° ge- 
niigt, nach den Versuchen von Shou und Wurmser zu schlieBen, px 7,2 
bis 8,5, bei gewohnlicher Temperatur muB py — 10,49 betragen, und 
es ist notwendig, langere Zeit zu warten, bis eine hinreichende Kon- 
zentration der aldehydischen Molekel hergestellt ist, um sie dem Spektro- 
graphen zuginglich zu machen. 

Schwieriger ist es, den Ursprung des Bandes bei etwa 3110 A zu 
erklaren. Die Anwesenheit eines solchen haben die friiheren Versuche 
des einen von uns mit Awiecinski und die vorliegende Serie dargetan. 
Wir fanden es bei Anwendung einer 0,5 mol. NaO H-Lésung sogleich nach 
dem Vermischen mit Glucose, sowie von 0,25 mol. NaOH. Ein Band, 
welches dem zweiten Shou-Wurmserschen Bande oder dem einzigen 
Fischler-Hauss-Tdufelschem Bande entsprechen wiirde, fanden’ wir 
nur einmal, merkwiirdigerweise bei der Untersuchung einer 3 Stunden 
alten Lésung, welche neben Glucose 0,125 mol. NaOH enthielt; das 
Maximum lag bei 2796 A. Das Band mit dem Maximum 2840 A wird 
von den zuletzt genannten Autoren auf die Bildung von Methylglyoxal 
zuriickgefiihrt, da dieses nach den Untersuchungen von Newberg und 
Shou! ebenfalls ein Band mit dem Maximum 2780 A aufweist. Es scheint 
uns, daB die Annahme Fischlers noch nicht geniigend sichergestellt ist, 
um so mehr, als sein Reduktionsversuch mit Ostscher Lésung eine andere 
Deutung erfahren kann. Es ist naimlich nicht ausgeschlossen, daB die 
Reduktion durch die aldehydische Glucose verursacht wird, und nicht 
durch ihr Zersetzungsprodukt. Auffallend ist, daB dieses weniger 
gebrochene Band bei dem Neutralisierungsvorgang ebenso plétzlich 
verschwindet wie das starker gebrochene, und hatten wir nicht kon- 
statieren kénnen, daB Lésungen von Glucose in verdiinnter NaOH 
existieren, welche nur das starker gebrochene Band bei im Mittel 
2676 A zeigen, so wiirden wir berechtigt sein, dasselbe ebenfalls auf 
die unzersetzte aber in Aldehyd umgewandelte Glucose zuriickzufiihren. 

Ahnlich, aber doch ziemlich verschieden, liegen die Verhaltnisse 
bei der Galaktose. 

Eine 0,5 mol. Galaktoselésung in 0,5 mol. NaOH, deren pa = 13,69 
war, zeigte sofort nach der Herstellung zwei Bander mit den Maxima 


1 Diese Zeitschr. 191, 466, 1927. 
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2680 und 3085 A, also praktisch dieselben Maxima wie Glucoselésung 
unter denselben Verhaltnissen, aber die Persistenz der Bander ist gerade 
umgekehrt. Im Falle der Galaktose ist das weniger gebrochene Band 
schwacher. Neutralisierung der Lésung bringt beide Banden sofort 
zum Verschwinden. In einer 0.25mol. NaOQH-Lésung kommen beide 
Banden ebenfalls sofort zum Vorschein (Maxima 2675, 3095 A), abnlich 
wie im Falle der Glucose —, und die relative Intensitat der Bander 
bleibt erhalten. Eine 0,125 mol. NaOQH-Lésung zeigt sofort nach 
der Herstellung keine selektive Absorption, erweist sie aber analog wie 
die Glucose nach 4 Stunden und gibt nur ein Band bei 2675 A. Mit 
m 100 NaOH entsteht ein Band erst nach langerer Zeit. Nach 72 Stunden 
wurde ein Band bei 2685 A ermittelt. Das px dieser Losung war 10,63. 

In einer 0,002 mol. NaOQH-Lésung entsteht auch nach 240 Stunden 
kein Band. pu dieser Losung ist gleich 9,81. 

Wie ersichtlich, zeigt Galaktose dasselbe charakteristische Band 
mit dem Maximum im Durchschnitt 2687 A, wie die Glucose (im Mittel 
2676 A), welches durch Neutralisation der Lésung zum Verschwinden 
gebracht werden kann. Dieses Band mu auf die aldehydische Form 
der Galaktose zuriickzufiihren sein. 

Zum SchluB kommen wir zu der Maltose. Zundchst ist zu er- 
wahnen, daB déuBerlich die Wirkung der Alkalien in’ verdiinnten 
Lésungen auf Maltose, wie iibrigens auch auf Lactobiose, sich anders 
gestaltet als bei den Monosen. Letztere fairben sich mit der Zeit 
gelblich, waihrend die bis jetzt studierten Biosen sich griinlich farben. 

Maltose wird unter dem EinfluB von 0,5 mol. NaOH derartig ver- 
andert, daB in ihrem urspriinglichen kontinuierlichem Spektrum zwei 
Banden entstehen, deren Maxima bei 2682 und 3116 A_ liegen, also 
in einem Gebiet, das nahezu genau mit demjenigen der Glucose und 
Galaktose iibereinstimmt. Die Intensitaét beider Bander ist nahezu 
gleich. Beim Neutralisieren verschwinden die Bander, und nahezu das 
urspriingliche Spektrum wird wiederhergestellt. Der Vergleich der Zer- 
setzungskurven der Maltose mit derjenigen der Glucose oder Galaktose 
lehrt, daB die Zersetzung der Biose unter dem EinfluB von 0.5n NaQH 
schneller verlauft als der Monosen, allerdings bei iiberschiissiger Lauge. 
Jedoch sind die Biosen gegen die Wirkung schwacherer Laugen wider- 
standsfaihiger. Eine 0,25n NaQOQH-Loésung verursacht nur eine An- 
deutung eines Bandes bei 4010 A, und erst nach einstiindiger Kin- 
wirkung dieser Lauge erscheinen drei Banden mit den Maxima 2655, 
3122, 4025 A. Dieses letztere Band fehlt bei den Monosen. Eine 
0.125n Lauge zeigt zunachst nur undeutliche Ausbuchtungen der 
Absorptionskurve, und erst nach sechsstiindiger Einwirkung erscheint 
das Band bei 2645 A und ein ganz schwaches bei 4000 A. Eine 
Natronlauge von m 100 erzeugt erst nach 432 Stunden ein Band bei 
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2676 A. n/500 Natronlauge verursacht auch nach 432 Stunden 
keine selektive Absorption. Das Hauptergebnis dieser Untersuchungen 
ist jedenfalls dies, dab Maltose vor allem befahigt ist, ein Band zu 
liefern, dessen Maximum bei 2645 bis 2682 A, im Durchschnitt 2664 A 
liegt. Dieses Maximum liegt den Maxima der Monosen sehr nahe: 


Glucose. ......... 2676A 
Gelaktosge ........ +. S6B7A 
[eee ee eee 


Ks entsteht auch in sehr verdiinnten Laugen, deren px jedoch 
nicht unter 10 sinken darf, und es wird durch Neutralisierung zum 
Verschwinden gebracht. Das Entstehen dieses Bandes als Resultat 


der Umwandlung der pyranosen bzw. furanosen Gruppierung der 


reduzierenden Zucker in die aldehydische unter obigen Bedingungen, 
gewinnt an Wahrscheinlichkeit. Der Umstand, daB dieses Maximum 
weiter nach Ultraviolett hin im Vergleich mit dem Bande der Penta- 
methylglucose verschoben ist, welches Goos, Schlubach und Schrot! bei 
2800 A fanden, kann nicht als Argument gegen die obige Annahme 
gelten. Aldehyde geben allerdings in der Regel ein Band bei 2800 A, 
aber die Lage desselben wird durch andere Gruppen gewiB beeinfluBt. 
Wasserfreies Chloral z. B. verursacht ein Band bei 2915 A, nach den 
Untersuchungen von Goslawski und Marchlewski?. 

Die Aldehydgruppierung der reduzierenden Zucker, welche unter 
gewissen Bedingungen gebildet wird, ist vielleicht auch der Grund 
ihrer leichten Verwertung unter normalen Verhaltnissen im lebenden 
Organismus. Es ist vielleicht angezeigt, in der Aldehydform der Glucose 
diejenige Form zu erblicken, welche im Organismus aktiv ist. Die 
OH-lIonenkonzentration der in Frage kommenden Fliissigkeiten des 
Organismus reicht allein nicht aus, um diese Umlagerung zu _ver- 
anlassen, und den umlagernden EinfluB besitzt vielleicht das Insulin. 
Die Temperatur spielt jedenfalls auch eine wichtige Rolle, und unsere 
weiteren Studien auf diesem Gebiet werden diesen Faktor beriick- 


sichtigen miissen. 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 186, 148, 1930. 
2 Bull. de Acad. Pol. des Sciences et des Lettres 1931, S. 383. 
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Die Fentonsche Reaktion. 
Von 
A. Th. Kiiehlin. 
(Aus dem Organisch-chemischen Laboratorium der Technischen Hochschule 
Delft.) 


(Binge qangen am 25. Marz 1933.) 


Die von Schwermetallsalzen mit Hilfe von O, oder H,O, bewerk- 
stelligten Oxydationen sind in letzter Zeit von allgemeinem Interesse!?, 
Die vorliegenden Untersuchungen bringen einen Beitrag zur Kenntnis 
der Katalyse des Schwermetallsalzes (im Falle von FeSO,). Es konnte 
gezeigt werden, daB die katalytische Wirkung stereochemisch-spezifisch 
ist?, ohne da’ Komplexverbindungen nachzuweisen sind. In dieser 
Abhandlung soll die Oxydation von Fructose mit Hilfe von Ferroionen 
und H,Q, beschrieben werden. 

Cross, Bevan, Smith®, Morrell und Mitarbeiter* konnten feststellen, 
daB Fructose schneller oxydiert wird als Glucose. Bei dieser Oxydation 
entstehen Glucoson und verschiedene niedermolekulare Sauren. 


Messungen der Oxydationsgeschwindigkeit>. 

Konzentration der ReaktionsteilInehmer 0,05 molar, Katalvsator- 
menge variiert von ! 49 bis 1) gp. 

Temperatur der Messungen 0° und 30°C. Da stérende Einfliisse 
im Verlauf der Reaktion zu erwarten sind, wird fiir spatere Betrachtungen 
nur die Anfangsgeschwindigkeit beachtet. Sie wird untersucht in 
Abhangigkeit von 1. der Konzentrationen der ReaktionsteiInehmer und 
des Katalysators, 2. der Wasserstoffionenkonzentration, 3. der Oxy- 
dationsstufe des Eisens, 4. der Temperatur, 5. der raumlichen Lagerung 
der Hydroxylgruppen im Zuckermolekil. Weiter wurden nach _ be- 


! Literaturzusammenstellung Ree. 51, S87, 1932. 

2 IV. Mitteilung, |. ¢. 

3 Soe. 73, 463, 1898. 

4 Soc. 75. 786, 1899; 88. 1284. 19038; S87. 280, 1906. 

5 Uber Einrichtung der Messungen siehe Rec. 51, 887, 1932. 
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endeter Oxydation der Zuwachs an titrierbaren Sauren und die Menge 
an Dicarbonylverbindungen, entstanden bei der Oxydation, bestimmt. 
In den Tabellen gibt P.S. die GréBe der Anfangsgeschwindigkeit, 
gemessen in der Aquivalentmenge H,O,, erforderlich um das anwesende 


Ferro- im Ferrieisen tiberzufiihren, an. H,O, gibt an den Verbrauch 
in Kubikzentimeter n 10 Jod in 5ecem der Reaktionslésung!. Molv. 
hedeutet das Verhaltnis in Molen, anwesend in der Reaktionslésung 


von Fructose: H,O,: FeSO,. 


Die Anfangsgeschwindigkeit in Abhangigkeit der Wasserstoff- 
ionenkonzentration. Reaktionstemperatur 30° — 0,15. 





Molv. 1: 1:4). P.S. gemessen nach | Minute. 
Hy O» PLS. Pu 
0,83 27 2.3 
0,94 30 2.48 
215 72 2.60 
2,57 $2,3 3.2 
2.01 64 5,24 


Messungen mit UbermaB Fructose, py 3.2 


» 





Molv. Hy Og P. 8. 
2:1: eo 2.90 96 
21: 'Uego 3.46 111 


teaktionstemperatur 6° P.S. in Abhingigkeit vom pu. 


Molv. 1: 1: '/go. 








HO» Pr. SB. PH 
1,26 10 1,54 
2,10 17 2,29 
2,84 23 4,12 
Hy Oy P. S. Pu 
2,62 21 4.4 

2,48 20 5.38 


P. S. ist in diesen Versuchen gemessen worden nach 2 Minuten. 


Die Anfangsgeschwindigkeit ist, wie unten gezeigt werden soll, 


proportional der angewandten Katalysatormenge. 


Wir kénnen daher 


die Abhangigkeit der Anfangsgeschwindigkeit von py und Temperatur 
aus Versuchen mit  verschiedener Katalysatormenge miteinander 


vergleichen. 


1 (emessen mit SnCl, und Jog, siehe Rec. 47, LOL1, 1928. 
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Messungen bei 0°. py 5.38. P.S. in Abhangigkeit von der Konzentration 
des Ferrosalzes. 





Moly. Hy» Oz PS 
be bs ee 1.60 13 
1:1: Yeo 0,79 13 
1:1: eo Keine Reaktion war nachzuweisen 


Aus diesen Versuchen geht hervor, daB P. S. konstant bleibt, 
die Anfangsgeschwindigkeit also proportional der  angewandten 
Katalysatormenge ist. Zusetzung von Ferrisalz bewirkt gar keine 
Erhéhung der Anfangsgeschwindigkeit, auch keine Erniedrigung, ist 
daher als Katalysator vollkommen unwirksam. 


Die Abhangigkeit der Antangsgeschwindigkeit von der Zuckerkonzentration. 
Pu 5.38. Messungen bei 0°. 





Mol. He. 0, PS 
2:21:49 1,08 173 
Ls: *heo 1.25 a) 


Mit wachsender Fructosekonzentration nimmt auch die Anfangs- 
geschwindigkeit zu, aber weniger als proportional. Die Abhangigkeit 
der Anfangsgeschwindigkeit von der H,O,-Konzentration konnte aus 
verschiedenen Griinden mit Fructose als Substrat nicht untersucht 
werden. Wie aus der Untersuchung der Glycerinoxydation sich heraus- 
stellte, ist sie etwa proportional dieser GréBe. 

Zusammenfassung. 1. Die Anfangsgeschwindigkeit ist pu-abhingig 
und bei einem py, etwa zwischen 3,2 und 5,4, maximal. 2. Die Tem- 
peraturabhangigkeit der Anfangsgeschwindigkeit ist in qualitativer 
Cbereinstimmung mit der von mir schon friiher abgeleiteten Theorie 
dieser Reaktion. Sie ist klein im stark sauren Gebiet. nimmt dann bei 
pu-VergréBerung stark zu und bleibt so etwa konstant. 3. Die An- 
fangsgeschwindigkeit ist proportional der Katalysatorkonzentration : 
4. weniger als proportional der Zuckerkonzentration: 5. unabhangig 
von der Anwesenheit von Ferriionen: 6. etwa proportional der Kon- 


zentration des H,Oy. 


Qualitative und quantitative Untersuchung der Reaktionsprodukte. 

Niedermolekulare Abbauprodukte konnten nicht nachgewiesen 
werden. Friiher wurde schon gezeigt!, daB Glucoson, Keto- und sehr 
wahrscheinlich Diketogluconsiure entstehen. Fir die quantitative 
Bestimmung der Dicarbonylverbindungen wurde eine Methode aus- 


' Proc. Roy. Sci. Amsterdam 82, 1218, 1929. 
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gearbeitet. Weiter wird der Zuwachs an titrierbaren Sauren bestimmt. 
Wenn die Reaktionsprodukte bekannt sind, ist aus diesen Angaben 
der Verbrauch an H,O, mit dem gefundenen Verbrauch zu vergleichen 
und die Richtigkeit des Reaktionsschemas zu_priifen. 

Qualitative Untersuchung. Das primaire Oxydationsprodukt ist Gluco- 
son. Es wurde in Form des Phenylosazons abgeschieden aus Oxydations- 
versuchen bei 0° mit iiberschiissigem Zucker. Schmelzpunkt 203°. 
N-Analvse: gefunden 15,57, 15,8°, N: berechnet 15,67°, N. Die 
Osazone aus den Versuchen mit aquimolaren Mengen in bezug auf 
Zucker und H,O, sind Gemenge. Sie sind zu trennen durch fraktionierte 
Kristallisation aus Anisol. Es konnte nachgewiesen werden, da das 
schlieBlich erhaltene Osazon sehr wahrscheinlich von 2-Ketoglucon- 
siure abzuleiten ist. (Zum Vergleich wurde 2-Ketogluconsdiure nach 
Ohle hergestellt und das Osazon bereitet. Schmelzpunkt. Reaktions- 
produkt 195°, Praparat 180°. Mischschmelzpunkt 186— 188°. Gefunden 
14,9, 15,0°,, N, berechnet fiir C,gN, Hg 0; 15,05°,, N. Auch das Praparat 
(180°) ergibt exakt stimmende N-Zahlen.) 

Weiter wurde versucht, die Ketonséiuren in Form von Ba-Salzen 
zu isolieren. Das Eisen ist sehr schwer zu entfernen (komplexbildende 
Kigenschaften). Die Reaktionslésung wurde im Vakuum eingedampft 
und mit Alkohol ausgezogen (60 bis 70°). Das Lésungsmittel wird 
abgedampft, ein wenig Wasser zugefiigt und K,FeCyg zugefiigt. Nach 
Ausschiitteln mit Alkohol und Verdampfung konnte K,FeCy, nach- 
gewiesen werden, und es wurde weiter ein Ba-Salz isoliert mit 38,6°,, Ba 
(nach Vertreibung des Kristallwassers). Das Salz reduziert Fehlingsche 
Léosung weder in der Kalte noch bei 100°. Das Salz ist mit Ba-Oxalat 
verunreinigtes Ba-Trioxybutyrat (Ba 34°,,). Das K,FeCy, hat offenbar 
2, 3-Diketogluconsiure oxydativ zwischen den beiden Carbonylen 
gespalten. 

Obengenannte Saure ist im Reaktionsgemisch als Osazon zu er- 
fassen, weil sie offenbar unter den Umstinden der Messungsversuche 
gegeniiber H,O, und Ferroionen als stabil zu betrachten ist. Diese 
Uberlegung wird erhartet durch eine Messung der Oxydations- 
geschwindigkeit an 2-Ketogluconsdure. Nach dem PrimiarstoB (wenn 
Ferro- in Ferriionen iibergefiihrt ist) wird nichts mehr aufgenommen. 
Das Fortschreiten der Reaktion bei der Zuckeroxydation ist also der 
Einwirkung von Ferri auf Oson zuzuschreiben, welche Feststellung in 
Ubereinstimmung ist mit alteren Ansichten'. 


Quantitative Untersuchung. 


Quantitative Untersuchung. Reaktionstemperatur 30°.  Molv. 
Fructose: H,O, 1:1. 50 ccm m/10 Fructose ergeben nach Oxydation 


' Ree. 51, Le. 
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im Mittel 10,17 cem n 10 Saéure und 550 mg Osazon. Die Korrektion 
fiir die Léslichkeit wird 142 mg!. Die Versuche mit zwei- bzw. vier- 
facher Fructosekonzentration ergeben: Saurezahl 6,61, 5.28 cem n 10 
Saure und 560 mg Osazon (ohne Korrektion). 

Reaktionstemperatur 0°. Saurezahl 14,4 cem n/10. Osazon 510 mg 
(ohne Korrektion). Versuche mit zwei- bzw. vierfacher Fructose- 
konzentration ergaben 7,66, 5,5l1cem n/10. Osazon 512, 484,8 mg 
(ohne Korrektion). Bei Erhéhung der Fructosekonzentration sinkt 
die Saurezahl sehr bedeutend, waihrend die Menge Osazon nahezu 
konstant bleibt, im Gegensatz zu den Ergebnissen der analogen Unter- 
suchung an Glucose*. Bei VergréBerung der Fructosekonzentration 
werden also Reaktionswege eingeschlagen, welche Produkte entstehen 
lassen ohne Saurefunktion. Vorlaufig ist es am wahrscheinlichsten, 
anzunehmen, daB neben Glucoson Diketo- und Polyketoverbindungen 
entstehen durch Oxydation der Alkoholgruppen nach der anderen 


Seite des Ketocarbonyls. Folgendes Formelschema diene zur Er- 
lauterung: 
COOH 
CH, C—O 
a COOH co 
OH H | 
C—O a C—O a C—O oe C=O 
(CHOH)s (CHOH)s (CHOH)s (CHOH)s, 
| 
CHL,OW CH,OH CH,OH , CH,OH 
IV CH,OH V 
C—O CH,OH 
= c—0 VI 7 (C—O)s3 
mit iiberschiissiger | 
(CHOH)s Fructose CHOH 
CH,OH CH,OH 


Durch Berechnung des Sauerstoffverbrauchs aus den Zahlen fiir 
die Quantitéten Osazon und Saéure, wobei oben gegebenes Schema als 
Grundlage dient, ist die Richtigkeit des Schemas zu beweisen. 

Sauerstoffbilanzen. 

Bei Auswertung der Ergebnisse der quantitativen Untersuchung 
machen wir keinen groBen Fehler, wenn das Gemenge von Osazonen 
berechnet wird als Glucosazon oder als Osazon der 2, 3-Diketoglucon- 
saure. 

! Siehe Inauguraldissertation Delft 1932, Seite 76. 

2 Ree. 51, 1. ce. 
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Versuche bei 30°. Die gefundene Saurezahl ist aquivalent 
20,34 com m 10 H,O, (berechnet als 2-Ketogluconsaure), die gefundene 
Osazonmenge (693 mg, aufgefaBt als Glucosazon) 19,15 ¢cm m 10 
H,O,. Zuriickgefunden 39,5 cem m 10 H,Q,, d. i. 80°, der verwendeten 
Menge (berwendet 50 ccm). 

Versuche bei 0°. Diese werden auf zwei Weisen berechnet: 1. das 
Osazon wird betrachtet als Glucosazon, 2. als Osazon der 2, 3-Diketo- 
gluconsiure. 1. Saurezahl aquivalent 28,8 cem H,O, m 10: Osazon- 
zahl aquivalent 18,06cem m/10 H,O,.  Zuriickgefunden 46,9 ccm 
oder 94°, der verwendeten Menge. 2. Séurezahl aquivalent 43,2 ccm 
m10 H,O, 86°,: Osazonzahl aquivalent 45,.9cem H,O, 92°). 
Die bis jetzt gefundenen Zahlen entsprechen also beinahe quantitativ 
Reaktionsreihen I, II, LI. Die Versuche mit ChermaB Fructose bei 0°. 
Moly. Fructose: H,O, 2:1; das Osazon ist reines Glucosazon. Osazon 
655 mg aquivalent 18,2 com m/10 H,O,. Saurezahl (nur 2-Keto- 
glukonsaure)- 7,66 cem m/10 H,O,. Total 33,5 ccm m 10 67°, der 
verwendeten Menge. 

Moly. 4:1. Osazon 628 mg aquivalent 17,5 cem m 10 H,Q,. 
Saure: 5,51 com n 10 11,02 cem m 10 H,O,. Zurtickgefunden: 28,5 cem 
m/10 H,O, = 57°,, der verwendeten Menge. Reihe IV und VI spielen 
bei Verwendung eines UChermaBes an Zucker eine iiberwiegende Rolle. 


Der Mechanismus der Eisenkatalyse. 

Friiher! und im experimentellen Teil dieser Abhandlung ist schon 
gezeigt worden, daB nur Ferroionen als Katalysator fiir diese Reaktion 
zu betrachten sind. Wenn die Ferristufe erreicht ist, ist die katalytische 
Wirkung vernichtet. Friiher wurde schon gezeigt, daB aber im 
reagierenden System Substanzen entstehen, welche wieder auf Fe'" 
einwirken unter Riickbildung von Ferroionen. Die Untersuchung 
dieser ‘Reaktion, welche fiir das Verstandnis der katalytischen Wirkung 
von Bedeutung ist, soll kurz beschrieben werden. 


Kinetische Untersuchung der Reaktion QOson-Ferrisalz. 

Der Verlauf der Oxydation wurde untersucht durch jeweilige 
Bestimmung des Ferroions in kolorimetrischer Weise. Das folgende 
Verfahren ergibt auch in Gegenwart von leicht oxydablen organischen 
Verbindungen reproduzierbare Resultate. Standardlésung: m/ 1000 
Ferrosulfat (unter N, und geschiitzt gegen O,), schwach angesauert 
(px etwa 2). Die Kolorimetriergliser enthalten folgende Lésungen: 
Glas I: 0,1 cem m 10 K,FeCyg, 5cem 4n H,SO, und 5 cem Ferrisalz 
von etwa gleicher Konzentration wie im Reaktionsgemisch: Glas II 


1 Ree. Lc. 
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enthalt: O.l com K,FeCyg. 5cem 4n H,SO, und 5ccm H,O. Man 
pipettiert 5 ccm Reaktionslésung in Reihe IT (die Reaktion Oson — Ferri 
wird in dieser stark sauren Lésung momentan gestoppt) und fiigt tropfen- 
weise in Reihe I Standardferrol6sung hinzu und vergleicht die Farb- 
intensitaten nach jeweiliger Anfiillung mit Wasser auf gleicher Hohe. 
Glucoson stért bei dieser Bestimmung nicht. Das Glucoson wurde her- 
gestellt nach EF. Fischer. Aus 40g Glucosazon konnte 1,1 g Oson er- 
halten werden!?. Wahrend der Messungen wurde in das Reaktions- 
gefaB CO, eingeleitet. um der Riickoxydation des gebildeten Ferro-Lons 
vorzubeugen. Die Messungen wurden ausgefiihrt mit zwei Ferrisalzen, 
FeCl, und Fe,(S O4)s. 

Da die Oxydation langsam verlaiuft, so spielt besonders bei FeCl, 
die von Wagner? und He ymann® untersuchte Hydrolyse eine betrachtliche 
Rolle, auch in saurer L6sung. Dies ist die Ursache, daB sowohl Ay, wie 
Kir; bei Messungen mit FeCl, einen stark abwarts verlaufenden Gang 
zeigen. Die Oxvdation des Osons mu bewirkt werden von Ferri- oder 
Ferrihydroxvionen. Ferrihydroxyvionen [kolloides Fe(QH),| sind ohne 
Einwirkung auf Oson, wie durch einige Versuche festgestellt wurde. 
Die Versuche mit Fe, (SO,4)s ergaben bessere Resultate, obwohl es wegen 
der langsam verlaufenden Reaktion mittels der Integrationsmethode 
nicht médglich war, die Reaktionsordnung festzustellen. 

Fe,(SO4)s. Reaktionstemperatur 30°. Anfangskonzentration: 
Ferri 0.02, Oson 0,01. 





git __—s——«SVersuch I Zeit Versuch II 
Min. zr a—«r Keri Kpj Min. r a—z K tri Kr} 

5 0.6 94,4 12.0 0,12 5 163 9837 33.5 mit 15 Min 
15 1,51 95.5 10.2. 0,102 15 2.62 97,38 18.1 als Anfang 
39 | 383 96,67 11,7 0,114 30 393 96,07 13,9 9.6 
45 4,24 95,76 10,1 45 514 94.86 12.3 O5 
69 5.389 94.70 96 60 666 9334 12,3 10.3 


In Versuch I wurde die Ferrisulfatlbsung verwendet, 24 Stunden 
nach der Auflésung in Wasser pu 2,1, in Versuch IT 30 Minuten nach der 
Lésung pu 2.23. Hieraus laBt sich entnehmen, in Ubereinstimmung 
mit der Untersuchung von Heymann (1. ¢.), daB in etwas gealterten 
Lésungen die Hydrolvsegeschwindigkeit sehr klein ist. Obige Fest- 
stellungen haben mich veranlaBbt: 1. die Messungen auszufiihren in 
stark saurer Lésung (pu etwa 1,6), 2. die Reaktionsordnung festzustellen 
nach der Van ’t Hoffschen Methode. 


1 
1932. 
2M. 54. 931. 1913. 
3 Zeitschr. f. anorg. allgem. Chem. I71, 18, 192s. 


Fir Einzelheiten der Herstellung siehe Inauguraldissertation Deltt 
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Konz. 


Fell! 


Konz. Oson 


Zeit 
Min. 


ror 


15 
30 
69 
gp 
120 


Versuch III 
0.04 


The 


OD 199.5 
1,25 198,75 
1,50 198,59 
2,00 198,0 
2.50 197.5 


2,80 197,2 


Zeit 


Min. 


15 
30 
62 
90 


120 


Versuch IV 
0.05 
0,025 


1,42 248.58 
1.93 248,07 
2,6 247,4 
3.0 2470 


Zeit 


Min. 


15 
60 
90 
129 


Versuch V 
O03 
O15 


1,32 148.68 
1,90 148.1 

2.12 147.88 
2.45 147.55 


Temperatur 30° 0,15. Das Reaktionsgemisch enthalt auf 20 ccm 
5eem 0,104n H,SOy. pu der Lésungen etwa 1,5 bis 1.7. Da die Gesamt- 
elektrolytkonzentration in den Versuchen wechselt, mu man mit Aktivi- 
taten statt Konzentrationen rechnen'. Der geschwindigkeit bestimmende 
Vorgang ist aber hier eine Reaktion zwischen lonen und ungeladenen Oson- 
molekiilen, daher der Salzeffekt praktisch 0, also ist es erlaubt, bei ver- 
gleichenden Betrachtungen die Konzentrationen zu behalten. Man erhalt 


aus 
de 
~ see keen 
dt 
leicht : 
dc, 
dt 
lo : 
8 dey 
d ty 
n : 
log 4 


¢, und ¢, sind die Mittelwerte der Konzentration wahrend ¢,; und ¢t,. Durch 
Kombination der verschiedenen Méglichkeiten von Zeit und Versuch 
bekommt man folgende Resultate: 
III (dt, = 30’) — LV (dt, = 30’), n aS 
III (dt, 30’) — V (dt, 60’), ” 1.6. 
IV (dt, = 30’) — V (dt, 60’), 1,4. 
In gleicher Weise ]aBt sich fiir alle Versuche fiir dt 90 berechnen: 
Ill —1V, n = 0,75, IV —V, n = 0,70, IIL — V, n = 0,60. SchlieBt man 
die erste Phase der Reaktion aus, z. B. nimmt man t = 15’ als Anfang der 
Reaktion, so erhalt man IIT (105’) — IV (97’), nm = 1,6, IIT (105’) — V (105’) 
n = 1,1, IV (75’) — V (105’), nm = 1,3. Aus diesen Zahlen wird geschlossen, 
daB eine gestérte bimolekulare Reaktion vorliegt. Folgendes Reaktions- 
schema, wobei allerdings einige sehr wahrscheinliche Annahmen gemacht 
worden sind, gibt Rechenschaft iiber die gemachten Beobachtungen. 


Man hat folgende Gleichgewichte : 


k 
Fe” + H,0 = Fe(OH)” +H, 
Fe(OH)” + H,O == Fe(OH), — H. 
ke 


1 J. N. Broénstedt, Zeitschr. f. physik. Chem. 102, 169, 1922. 
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k, ist gemessen von Byerrum bei 25° und 25.1074. ky ist nicht bekannt, 


doch sicher kleiner. Weiter hat man folgende Reaktionen: 


Fe(OW)s] ire 2 


I 
Fe(OH), + Oson —> | —> 2Fe’ -—~ Ketogluconsiure + H,O 


Oson 


Reaktion I meBbar, Reaktion Il unmeBbar rasch. Nennt man die Antanys 


konzentrationen bzw. von Fe™ = cp, Fe(OH)” = cp. Fe(OH), = ¢, 
H’ Cy, SO erhalt man: 
ky Sr, ers hb ce ee ee 
Cp— Cp, Cp Ir = Cr, hi 


fhe fe. Fp und fz, sind die Aktivitatskoeffizienten von Cry: Cry CE und ¢y,. 
Die Veranderung der Aktivitatskoeffizienten sind in erster Annaherung 
abhangig von der lonenstaérke der Lésung. Diese ist in den Versuchen ITT, 
IV und V_ 0.378, 0,453, 0.303. Der Aktivitatskoeffizientenquotient ist 
in den drei Experimenten als konstant zu betrachten. Die Reaktions- 
geschwindigkeit wird dargestellt durch: 

de 
dt 


Nach Einsetzung der Forme! fiir ¢,, (aus den Gleichgewichten) und mit der 


_ key, 


Coson’ 


Annahme. da® die H’ wahrend der betrachteten Zeit konstant bleibt. 
erhalt man: 

de Kk, ks 

dt Cy ot Brey: t+ hike 


ae *Cr* Coson- 
Da bei der Oxydation H’ entstehen, ist es einleuchtend. da®B bei fort- 
schreitender Reaktion A); abnimmt. Die Formel ist auch im Einklang 
mit den Ergebnissen der Ordnungsbestimmung. 
de, 2K ky ky 
ee. od 


at, Ci, + key + kyhy 


7 


Cy, ist die [H’}] wahrend dt. 
__ dey 2 Kk, ky 
dty CH: + hy Cy. » ky ky 2° 
cy, ist die |H’|] wahrend dt,. 


Nennt man die Koeffizienten von c” und c"™ K, und A,,. so erhalt man: 
1 1 2 


1 
dey 
dt 
. log pee 
log 23 ~ 
Ki a decaae 7 
log mt 3 log a 


Ist c, > Cg, so ist K, < Ky. Ist cy > ¢,, so ist K, > Ky. 
In beiden Fallen ist der Quotient negativ. Dies sei mit einigen Zahlen 
naher erlautert: k, 25.1074, k, 107°, ¢,, 3.16. 1077 (px 1.5), ey, 2.51. LO? 


(pu = 1,6), ¢, 0,02, ¢, 0,015, so finden wir fiir 1’ 2 — 1.5 = 0,5. In Wirklich- 
keit ist der Unterschied zwischen Cy, und ¢,,, sicher kleiner, also wiirde n” 


gr6éBer auskommen. Obige Zahlen seien nur angefiihrt, um nachzuweisen, 
daB das Reaktionsschema imstande ist, auch die gefundenen “-Zahlen < | 


zu erklaren. Nimmt man dagegen an, wogegen von vornherein nichts ein- 








See) wer foreipenety 
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zuwenden wire, daB das Oson mit Fe(OH)” reagieren sollte, und stellt 
analoge Rechnungen an, wie oben gegeben sind, so ist es nicht mdglich, 
diese beobachteten kleinen »-Werte zu erhalten (7% wird dann zu 1.28 ge- 
funden). 

Zusammentassend laBt sich also feststellen: Das Oson wird oxydiert 
von Hydroxyterriionen. Die Oxydation wird gehemmt von H’, also auch 
die Riickbildungsgeschwindigkeit der Ferroionen. 


Theoretiseher Teil. 

Der Mechanismus der Oxydationswirkung kann jetzt in groBen 
Ziigen wiedergegeben werden. Wenn Ferroionen, H,O,-Molekiile 
und Zuckermolekiile anwesend sind, entsteht eine katalysierte Oxydation, 
wobei H,O, verschwindet, die Zuckermolekiile oxydiert werden und 
das Ferroion in Ferriion tibergefiihrt wird. Die Reaktion Oson— Ferri 
liefert immer wieder Ferroionen zuriick, welche aufs Neue mit Zucker, 
Oson usw. und H,O, reagieren. Nach dem Primireffekt wird die Reaktion 
Oson—-Ferri im stark sauren Gebiet stark gehemmt, also auch die 
Riickbildung von Ferroionen, weshalb keine oder eine sehr kleine Oxy- 
dationsgeschwindigkeit beobachtet wird. Fiir die Kenntnis der katalyti- 
schen Wirkung des Eisens ist die Studierung der Anfangsgeschwindigkeit 
am wichtigsten, da im Verlauf der weiteren Oxydation stérende Ein- 
fliisse anwesend = sind. 

Wie schon wiederholt dargetan wurde, ist der Mechanismus 
der Oxydationswirkung nicht zuriickzufiihren auf die Annahme 
eines intermediar entstehenden Eisenperoxyds, wohl auf Grund 
folgender Cherlegungen!. 1. Es ist nicht méglich, mit Hilfe dieses 
Peroxyds den groBen Verbrauch an H,O, wahrend des Primareffektes 
zu erklaren. 2. Es ist nicht zu verstehen, weshalb das Fe,O,; bei der 
Oxydation von x- und f-Zuckern stereochemisch-spezifisch wirken 
sollte®. Es unterscheidet sich in nichts von anderen, nicht katalytischen 
Oxydationsmitteln. 3. Die charakteristischen Eigenschaften, erhalten 
beim Studium der Anfangsgeschwindigkeit (z. B. das Auftreten eines 
Maximums in der Kurve py als Funktion der Anfangsgeschwindig- 
keit), sind nicht zu erklaren mit der Annahme eines Eisenperoxydes. 
In einer vorigen Abhandlung (Il. ¢.) ist eine Formel abgeleitet worden 
fiir die Anfangsgeschwindigkeit, welche die Ergebnisse der experimen- 
tellen Untersuchung an Glucose befriedigend wiedergibt. Da diese 
Formel hergeleitet wurde ohne Riicksicht auf die spezifische Natur 
des Substrates, darf sie allgemeine Giiltigkeit haben. Es wurde an- 
genommen, daB die Ferroionen in Wechselwirkung treten mit den 
Zuckermolekiilen, die Wechselwirkung wird  beeinfluBt von H. 

' Siehe fiir altere Literatur Rec. 51, l.c.: Wieland u. Franke, Ann. 


457, 1, 1927. 
2 Rec. 51. 887, 1932. 
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Fir die Wechselwirkung wurde auf Grund von mathematischen und 
experimentellen Uberlegungen das folgende Schema aufgestellt : 


Fe +25 = M, + 2H. 

Mit einigen Vernachlassigungen und der Annahme, dab die Komplexe 

bimolekular mit H,O, reagieren, erhalt man die folgende Gleichung fiir 
die Anfangsgeschwindigkeit : 

di Kykyey + Kyk 


f ‘ i 
Fes "H2 02 79 a 
” ae ip + hyesey + heex 





Cp. Cy, Cy. Cy, o, sind die Konzentrationen von Ferrosulfat (analytische), 
Zucker, Wasserstoffionen (aktuelle), Wasserstoffperoxyde. kK, und A, 
sind die Reaktionskonstanten der Reaktion von .V, und WM, mit H,Q,. 
Alle Ergebnisse der experimentellen Untersuchungen stehen mit dieser 
Formel im Einklang. In einer vorigen Abhandlung wurde diese Forme! 
eingehend besprochen. Fiir k, und &, wurden die Grenzen angegeben, 
in welchen sie sich verandern kénnen, ohne gréBere Abweichungen zu 
geben zwischen Theorie und Experiment. Aus diesen Zahlen fiir 4, 
und k, ist leicht die Menge an Komplexverbindung zu berechnen, 
welche in einer Lésung bestimmter Zusammensetzung anwesend_ sein 
miuBte. Da bei der Komplexbildung sich sehr wahrscheinlich die totale 
Anzahl Molekiile und Ionen in der Lésung verandert (die Koeffizienten 
in obigen Gleichungen sind einfach gewahlt, in Wirklichkeit sind sie 
sehr wahrscheinlich gréBer), habe ich Messungen der Gefrierpunkts- 
erniedrigung angestellt, um oben gegebene Anschauungen zu_unter- 
stiitzen. Die Messungen wurden ausgefiihrt nach der Methode von 
Richards", 

Das FeSO, in der Lésung wurde titrimetrisch bestimmt mittels 
Ba(OH), (Phenolphthalein). — Fir Einzelheiten siehe Dissertation 
Kiichlin, Delft 1932. Messungen mit FeS Oy. 





Molaritat der 


Gleichgewichtslisung a 
0.054 29 0,125 23.7 
0,048 89 0.111 22,1 
0,943 30 0.099 2.9 


2 : a (a Molaritat der Gleichgewichtslésung). 


1.86 
z im Mittel 23°... 


1 Zeitschr. f. phys. Chem. IS, 572, 1895: 44. 563. 1903; J. Amer. Cherm, 
Soc. 25. 291, 1903. 
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Messungen mit FeSO 4-Fructose. Die urspriingliche Stammlésung 
enthalt auf 1 Mol Eisensalz 2 Mol Fructose. 





Molaritit der 


Gleichgewichtslésung J gefunden J berechnet 
0,054 48 0,314 0,327 
0,046 06 0,271 0,275 
0,043 24 0.241 0,259 


A berechnet ist erhalten unter der Voraussetzung, da z durch 
Auflésung des Zuckers auch etwa 23 °,, bleibt. Aus der Ubereinstimmung 
zwischen A gefunden und A berechnet bei etwa gleichem pu (pu der 
Lésungen von FeSO, und FeSO,-Fructose etwa gleich und = 3,7) 
muB man schlieBen, daB Komplexverbindungen nicht entstanden sind. 
Auch auf chemischem Wege ist es mir nicht gelungen, Verbindungen 
von FeSO, und Fructose nachzuweisen. Jedoch gibt die mit Hilfe 
von Komplexgleichgewichten abgeleitete Formel die Beobachtungen 
befriedigend wieder. Naheliegend ist es daher, an eine physikalische 
Wirkung des Eisenions zu denken. Man kann sich denken, daB die 
Zuckermolekiile als Dipole gerichtet und polarisiert werden von den 
in der Lésung anwesenden Ionen. Diese Wirkung ist fiir die %- und 
B-Modifikationen des Zuckers in wisseriger Lésung verschieden. In 
einer Lésung bestimmter Zusammensetzung werden nach Hinzufiigung 
von H,O, auch diese Molekiile orientiert und deformiert. Es findet 
schlieBlich eine sukzessive Anlagerung von H,O,-Molekiilen am physikali- 
schen Ferrosubstratkomplex statt, bis zur ,,maximalen Instabilitat’ 
dieses Gebildes. Dieser Komplex zerfallt rasch unter Bildung vom 
Oxydationsprodukt, Ferriion und H,O. Wir messen also die 
Anlagerungsgeschwindigkeit von H,O, an_,,physikalischen  Ferro- 
substratkomplexen’*. Da die Anfangsgeschwindigkeit etwa proportional 
mit der [H,0,] verlauft, miissen wir annehmen, daB die Anlagerung 
in Stufen stattfindet, von welchen die ersten sehr rasch vor sich gehen 
und schlieBlich eine dieser Stufen geschwindigkeitsbestimmend ist. 
Fiir [H,O,] kénnen wir in der Geschwindigkeitsformel ohne gréBeren 
Fehler die Anfangskonzentration einsetzen, da die verwendeten Ferro- 
mengen in bezug auf die H,O,-Konzentration sehr klein sind. Obige 
Ansichten sind fast vollkommen identisch mit den Theorien von Brén- 
stedt', welche jetzt Allgemeingiiltigkeit (jedenfalls in verdiinnten 
Lésungen, wovon hier die Rede ist) haben. Wenn die Konzentration der 
H’ variiert wird, z. B. vergréBert, so werden Zuckermolekiile dem 
EinfluB des Ferroions entzogen und von den verschiedenen Modifika- 
tionen verschiedene Betrige, da zu erwarten ist, daB x- und f-Fructose 


! Zeitschr. f. physik. Chem. 102, 169, 1922. 
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und Glucose verschiedene elektrische Eigenschaften haben. Man 
kann sich jetzt die Frage vorlegen, wie es méglich ist, fiir Vorgange 
dieser Art das Massenwirkungsgesetzt zu benutzen ?) Wir-kénnen sagen, 
daB die Geschwindigkeitsformel die Bruttozusammenfassung det 
Einzelvorgange darstellt. Auch Bjerrum scheint die Auffassung zu 
haben!, daB Deformationswirkungen von in kleiner Menge anwesenden 
Katalysatoren mit Hilfe des Massenwirkungsgesetzes zu formulieren 
sind. Sie fiihrt nach Bjerrum zu ahnlichen Formeln wie die fiir stéchio- 
metrisch wirkenden Katalysatoren geltenden. Obige Betrachtungen 
erfahren eine weitere Erhartung durch die Feststellungen, welche von 
mir gemacht worden sind bei der Untersuchung nach dem Mechanismus 
der Mutarotation von Fructose und den Einfliissen, die Neutralsalze 
(in casu FeSO,) auf diese Umlagerung ausiiben®. Es wurde gefunden, 
daB das Ferroion auf die Einstellungsgeschwindigkeiten der Gleich- 
gewichte § = uw und x — w einen zweiseitigen EinfluB ausiibt. Der 
erste ist positiv katalytisch, der zweite negativ katalytisch. Nun ist 
die p-Verbindung ,,ungiinstig’’ konfiguriert (im Sinne von J. Boeseken, 
also das Vermégen, mit Borsiéiure und Aceton Komplexe zu_bilden), 
die z-Verbindung ,,giinstig’. Auch wurde festgestellt, daB die Gleich- 
gewichtsdrehung nicht durch Hinzufiigung von Katalysatoren  be- 
einfluBt wird. Hieraus schlieBt man, daB die vorliegende katalytische 
Wirkung des Ferroions physikalischer Natur ist. Da die Muta- 
rotation cine Umlagerung ist, wobei H-Atome verschieben, wobei 
beim Chergang von z- in fP-Zucker und vice-versa notwendigerweise 
eine Zwischenstufe angenommen werden muB*, welche eine Carbonyl- 
gruppe enthalt, ist mit obigen Feststellungen indirekt bewiesen, dab 
eine Aktivierung der glucosidischen OH-Bindung stattfindet, in der 
gegeniiber Borséiure und Aceton ,,ungiinstige’’, eine Desaktivierung 
der ,,giinstigen** Modifikation. Die folgenden Raumformeln seien zur 


Erlauterung angefiihrt: 


CH, CH, CH, 
OH OH OH OH 
* OH é OH * OH 
H. H e = H #H o oe H/H O8N, 
OH oH H =~ OH\8f H H —~ OF @ H 
on H oH H” OH HI 
8 “ a 


Die Ergebnisse der Oxydationsversuche an Fructose, Glucose 
und Mannose fiihrten zu der Ansicht, daB das Ferroion die Oxydation 
stattfinden lasse an den Alkoholgruppen, welche sich neben dem 


' Zeitschr. f. physik. Chem. LOS, 82, 1924. 
2 Dissertation Delft, S. 167—205. 
3 Ebenda 19382, S. 157—175. 
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glucosidischen Kohlenstoffatom befinden!. Der Katalysator tibt also 
eine Richtwirkung aus und ist eingestellt auf die raumliche Konfiguration 
des der Oxydation anheimfallenden Molekiils. Die $-Zucker werden 
rascher oxydiert als die x-Zucker. Besonders gut ist dieser Unterschied 
zu beobachten im Falle von Glucose*. Diese Aktivierung kann im 
Falle von Fructose nach zwei Seiten stattfinden. Dies ist wahrscheinlich 
die Ursache, daB Fructose unter gleichen Umstanden viel rascher 
oxydiert wird als Glucose. Aus obigen Betrachtungen ist abzuleiten, 
daB die %- und f-Modifikationen eines Zuckers verschiedene Oxydations- 
geschwindigkeit aufweisen miBten. Bei Fructose kénnen diese Unter- 
schiede nicht experimentell beobachtet werden, da erstens die Muta- 
rotation zu schnell vor sich geht und zweitens es in diesem Falle wegen 
der Konfiguration des Molekiils nicht im voraus zu sagen ist, inwieweit 
die von Ferroion bewerkstelligte Aktivierung der mit einem Stern 
vermerkten nicht-glucosidischen Alkoholgruppen in den ¢- und /-Modifi- 
kationen den erwiinschten Unterschied hervortreten lassen wiirden. 


Herrn Prof. Dr. J. Béeseken sei auch an dieser Stelle herzlichst gedankt 
fiir sein wohlwollendes Interesse wihrend der Untersuchung. 


1 Siehe Rec. 1. c. 
2 Ree. 51. Le. 
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Zellkernstudien. II. 


Von 
Q. Fiirth. 


Zur Chemie der Vogelblutkerne. 


Von 
Th. Leipert und T. Kurokawa. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitét Wien.) 


Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der ,.Ella Sachs-Plotz-Foundation for the 
advancement of scientific Investigation’: in) Boston. 


(Eingegangen am 28, Mdrz 1935.) 


Die ersten Untersuchungen iiber die Chemie der Vogelblutkerne 
fallen in die Anfange der Nucleinstoffchemie. 

Miescher (1) hatte 1871 in Hoppe-Seylers Laboratorium in den Kernen 
der Eiterzellen das ,,Nuclein**, einen phosphorhaltigen Eiweibkorper ge- 
funden, und fast gleichzeitig beobachtete Plosz (1), dais die in Wasser un- 
lésliche Kernmasse des Ginseblutes ein ahnliches Nuclein enthalt. AKossel (2) 
extrahierte spéter die Ke:rnmasse mit verdiinnter Salzsaure und fand im 
Extrakt einen basischen EiweiBkérper, wahrend der Riickstand saure 
Eigenschaften zeigte, sich in Lauge léste und durch Sauren wieder fallbar 
war. Kossel (3) wandte seine Aufmerksamkeit zunachst der Eiweil- 
komponente zu. Der neue K6érper, den er ..Histon** nannte, erwies sich als 
typischer Vertreter einer Gruppe von EiweiBkérpern, die dann auch in 
anderen kernhaltigen Organen gefunden wurden. avg (4) tiihrte 20 Jahre 
spiter den Nachweis, daB in den Vogelblutkernen das gesamte Eiweil 
an Nucleinséiure gebunden sei, wie es schlieBlich Ackermanns (5) Analysen 
der Hiihnerblutkerne  bestatigten. Ackermanns Praparate  enthielten 
3.93% P und 17.2% N, woraus er, unter der Annahme eines Phosphor- 
gehaltes der Nucleinsiure von 952°, (Kostytschew) einen Nucleinsaure- 
gehalt der Kerne von 42.16 % errechnete. Aus Kossels Wert fiir den Histon-N 

18.46 °5 und den Stickstoff der Kernmasse, der nach Abzug des Nuclein- 
siurestickstoffs verbleibt, errechnet sich fiir die Eiweifikomponente ein 
Prozentgehalt von 57,82 der Kernmasse. <Achermann nahm noch eine 
organische Bindung zwischen Eiweifi und Nucleinsaure an. doch fiihrte 
Steudel (6) spater den Nachweis, das die verschiedenen Nucleoproteide 
nichts anderes sind als Salze der Nucleinséure mit einer basischen Kom- 
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ponente. Es handelt sich dabei um keinen speziellen Fall, denn die Base 
kann ganz verschiedener Natur sein: basischer Eiweifikérper Histon, 
Protamin — (6), basischer Farbstoff (7) oder Alkaloid (8). 

Wahrend wir bei einer Reihe von Nucleinsiure-Histonverbindungen 
sowohl tiber die Nucleinsiure als auch tiber den EiweiBpaarling ein- 
gehender unterrichtet sind, wurden die Bestandteile der Vogelblutkerne, 
Erythrocytenhiston und Nucleinsiure, bisher nicht genauer untersucht. 
Ihrer naiheren Charakterisierung diene die folgende Arbeit. 


Erythrocytenkerne. 

Zu ihrer Darstellung arbeitet man nach dem altbewahrten Ver- 
fahren von Plenge (5). 

Die aus defibriniertem Hiihnerblut abzentrifugierten Blutkérperchen 
werden zur Entfernung des Blutfarbstoffs abwechselnd mit Wasser und 
hypertonischer Kochsalzlésung behandelt, bis die Masse farblos geworden 
ist. Man extrahiert sie noch mit Alkohol und Ather zur Entfernung det 
Fette und Lipochrome. Unsere Praparate enthielten im Mittel 3,78°, P 
und 16,889 N mit einem Verhaltnis P:N 1:4.47. Der Stickstoff der 
Kernmasse, im Salzsiurehydrolysat nach van Slike in die tiblichen Frak- 
tionen zerlegt, verteilt sich auf folgzende Weise: 

Ammoniak-N . . . . 13.50% Melanin-N . . 2,96% 
Basen-N. . . 2... « 40,90% Nichtbasen-N . 41.66% 

Der hohe Gehalt des Hydrolysates an Ammoniak tberrascht nicht 
weiter, bilden sich doch nach Steudel (9) bei der Salzsiurehydrolyvse 
von Nucleinsauren betrachtliche Mengen Ammoniak durch Zersetzung 
von Guanin und Adenin. Die Kerne gaben starke Millon- und schwache 
Schwefelblei- und Tryptophanreaktion. Ihr Schwefelgehalt von 0,36 ° , 
ist gering. Den Gehalt von 0,84°,, Tryptophan mochten wir der An- 
wesenheit eines fremden, nicht histonartigen EiweiBes zuschreiben. 
denn die Voisnet-Reaktion fallt beim isolierten Histon vollkommen 
negativ aus. Unter den basischen Aminosduren fanden wir 8,05° 
Arginin nach der Arginasemethode. Durch Cu-Bisulfitfallung wurden 
im Schwefelséurehydrolysat 3.97°,, Purin-N ermittelt. Der Wert 
steht in guter Ubereinstimmung mit dem theoretischen Purin-N-Gehalt 
von 4,26°,, wie er sich aus dem Phosphorgehalt der Kerne errechnet, 
unter Zugrundelegung der Leveneschen Formel fiir Tymusnucleinsaure. 


Histon. 

Das Histon erhielten wir nach Kossel durch ersch6pfende Extraktion 
der Kernmasse mit 0,8°, Salzsiure. Das entstandene Chlorhydrat 
]4Bt sich durch Kochsalz aussalzen, geht jedoch bei der nachfolgenden 
Dialyse wieder in Lésung. Aus dem eingeengten Dialysat erhalt man 
durch Fallung mit Ammoniak das freie, wasserunlésliche Histon. 
Kossels Substanz zeigte Biuret- und Villon-Reaktion. Bleischwarzender 
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Schwefel und Tryptophan war in Spuren vorhanden. Die Elementar- 
analyse ergab 52,31°,, C, 7,.09°, H, 18,46°, N und 0,65°, Asche. Wir 
stellten drei Praiparate dar mit einem mittleren Aschengehalt von 
0,68°,. Millon-Reaktion und Diazoreaktion positiv. Tryptophan- 
reaktionen vollkommen negativ. Der Elementarananalyse nach enthielt 
die aschefreie Substanz im Mittel 51,88°, C, 8,02°, H, 18,19°, N und 
0,88°, 8. Die Stickstoffverteilung nach 48stiindiger Hydrolyse mit 
20° iger Salzsiure gab folgende Mittelwerte : 

PEGE G.I Si gee. 5,20 % 

ME ae ca ae. ele, Se 0.61%, 

Nicht basen-N: 

pS a a a a ee A 


Micktamimo-M .... <6 i 6 «© 4.64%, 
Basen-N: 

i en a ee fo 

a a a a ae 1,48 °%, 

CE i.e a cdie es eSaS, 


100,05 © 


v0 


Der Argininwert, wie ihn die Zersetzung mit konzentrierter Lauge 
nach van Slyke liefert, wurde durch Argininbestimmungen nach der 
Arginase- und Flaviansiuremethode — bestatigt. Danach_ entfallen 
25,50°,, des Gesamtstickstoffes auf den Argininstickstoff, woraus sich 
fiir das Histon ein Arginingehalt von 14,58°,, errechnet. Die Werte 
stehen innerhalb einer gewissen Schwankungsbreite in guter Cberein- 
stimmung mit den auch bei anderen Histonen gefundenen Arginin- 
werten. <Auffallend jedoch ist der hohe Lysingehalt bei gleichzeitig 
hohem Arginingehalt. Der Lysinstickstoff umfalt 17,2°,, des Gesamt-N, 
ein Wert, der héher liegt, als er bei den Histonen im engeren Sinne 
bisher beobachtet wurde. Unter den Monoaminosauren fanden wir 
nach Zuwerkalow 5,26°,, Tyrosin. Nicht unerwahnt soll bleiben, daB 
die nach Kossel dargestellten Praiparate Methoxylgruppen enthielten, 
jedoch in sehr geringer Menge: eine Methoxylgruppe auf 100 Atome 
Stickstoff. Ob der Methoxylgehalt durch eine Verunreinigung bedingt 
ist, oder ob er dem Histon zugeschrieben werden mub, konnte bisher 
nicht entschieden werden. 


Nucleinsaure. 


Die mit dem Histon gepaarte Nucleinsdure stellten wir nach Feulgens 
Vorschrift dar. Es gelang uns allerdings nicht, trotz haufigen und ver- 
lustreichen Umfallens ein biuretfreies Praparat zu erhalten. Es enthielt 
im Mittel 7,37 °,, P und 12.94°, N, mit einem Verhaltnis P: N — 1: 1,76. 
Schon lange wurde vermutet, daB die Nucleinsiure der Vogelerythro- 
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cyten mit Thymusnucleinséure identisch sei. Das von uns dargestellte 
Praparat gab beim trockenen Erhitzen ein Sublimat, das sich unter dem 
Mikroskop als Thymin erwies. Wir isolierten aus dem schwefelsauren 
Hydrolysat der Substanz das fiir Thymusnucleinsaure charakteristische 
Thymin und identifizierten es durch die Stickstoffbestimmung. Da- 
neben isolierten wir auch alle iibrigen in der Thymusnucleinséure vor- 
kommenden Basen in Form typischer Derivate: Adeninpikrat, Guanin- 
sulfat, Cytosinplatinchlorid. Sie wurden durch Stickstoff- bzw. 
Platinbestimmung charakterisiert. Die Erythrocytennucleinsaure hat 
mit der Thymusnucleinsdiure die folgenden Farbreaktionen gemeinsam: 

1. Aldehydreaktion mit fuchsinschwefliger Saure. 

2. Griine Fichtenspanreaktion [Feulgen (10)]. 

3. Beim Uberschichten auf f-Naphthol in konz. Schwefelsaure: 

braunroter Ring. 

4. Beim Erhitzen mit Tryptophan und konz. Salzsaéure: rubinrote 

Lésung [P. Thomas (11)]. 
5. Mit Diphenylamin-Eisessig-Schwefelsdiure: Blaufarbung 
[ Dische (12)]. 

Aus unseren Untersuchungen geht hervor, daB die Nucleinsaure 
der Vogelerythrocyten mit Thymusnucleinsiure identisch ist: Beide 
haben dasselbe Verhaltnis P: N = 1: 1,7: beide enthalten die gleichen 
Basen: Guanin, Adenin, Cytosin, Thymin: beide geben die gleichen, 
fiir ihr Kohlenhydrat charakteristischen Farbreaktionen. Fiir die 
Leucocytennucleinsiure erbrachte vor kurzem Bielschowsky (13) den 
Identitatsnachweis mit Thymusnucleinsiure. Nach seiner Ansicht 
ist die Thymusnucleinséure keine organspezifische Verbindung. Sie 
beteiligt sich am Aufbau aller Zellkerne des tierischen Organismus und 
paart sich dabei nur mit verschiedenen EiweiBkérpern. Diese Ver- 
mutung erfihrt durch unsere Untersuchungen eine weitere Stiitze. 


Methodik und Analysen. 
Darstellung der Vogelblutkerne. 


Wir arbeiteten nach Plenges Verfahren. 4 Liter Blut liefern etwa 35g 
Kernmasse. Sie wurde nach dem Trocknen in der Kugelmiihle vermahlen, 
um die Extraktion des Histons zu erleichtern. 


Phosphor und Stickstoff. 





Priparat : I II Il Mittel 

0 0 0 %o 96 
Pe ih de ale Oe 3,77 3,77 3,81 3,78 
2a eee 16,93 16,89 16,83 16,88 


P:N = 1:4,47 
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Stickstoffverteilung. 


Sie wurde in iiblicher Weise nach van Slyke bestimmt. 





I Il Ill Mittel 

Ammoniak-N .... 13,04 14,39 13,07 13.50 
Melanin-N...... 2.97 2.83 3,07 2.96 
SS eee 41,45 39,77 41.45 40.90 
Nicht-Basen-N . . . . 41,55 42.06 41,45 41.66 
99,01 99,05 99.04 99,02 


Schwefel. 
0,5069 g¢ Substanz: 0,0138 g BaSO,, 0.374% S 
05112 ¢ os 0.0132 ¢ BaSO,, 0,355°, S 


Mittelwert: 0,36°,) S. 


Tryptophan. 

Die Substanz wurde durch Erwarmen mit wenig konzentrierter Natron- 
lauge in Lésung gebracht, mit konzentrierter Salzsaure angesdauert und in 
einem aliquoten Teil der Tryptophangehalt nach Furth und Lieben ermittelt : 

Peaperet —§ .. 6 ss so 6 os 6 O83% 
De oa, &* Gtk ce. & oe OE 


Arginin. 
Die Substanz wird mit Salzséiure hydrolysiert, die Salzsiure im Vakuum 
soweit als méglich beseitigt, der Riickstand mit Wasser aufgenommen, mit 
Tierkohle entfarbt, mit Glykokoll-Natronlaugepufter auf px 9.5 gebracht. 
Nach Zusatz von 80 bis 90 Hunter-Arginaseeinheiten bleibt die Losung 
2 Tage im Brutschrank. Sie wird darauf bei schwach essigsaurer Reaktion 
bei 60° im Vakuum verdampft, mit 70° iger Essigsiure aufgenommen, 
von einer geringen flockigen Abscheidung abzentrifugiert und schlieBlich 
der gebildete Harnstoff durch Fallung mit Xanthvdrol bestimmt. 
0,5064 ¢ Substanz: 0,0960 ¢ Dixanthyvlharnstoff, 7.85% Arginin 
0,5265 ¢ ms 0.1049 ¢ Pe 8,25 ° 


Mittelwert: 8,05 %. 


Purinstickstoff. 
0.5312 ¢ Substanz: 0,02185g¢ N = 4,11°) Purin-N 
0.4956 ¢ et O.01I89Lg N 3,82 % 
Mittelwert: 3.97 °, 

Berechnet aus P 3.78% und CygH 5, Nig P02; (Thymusnucleinsiaure) 
fiir den Purin-N: 4.26%. 

Das Histon. 

Darstellung. Wir arbeiteten nach Kossels Methode. Die fein pulverisierte 
Kernmasse wird auf der Schiittelmaschine so lange mit verdiinnter Salz- 
siure (20cem konzentrierte Salzsiure auf 1000 cem Wasser) extrahiert, 
bis eine Probe des Extraktes beim Eintragen von festem Kochsalz keine 
Triibung mehr gibt. Die vereinigten Extrakte werden mit Kochsalz ge- 
sittigt; das ausgeschiedene Histonchlorhydrat wird abzentrifugiert und 
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3 Tage dialysiert. wobei es wieder in Lésung geht. Die Lésung wird im 
Vakuum eingeengt und schlieBlich mit Ammoniak das freie Histon gefallt. 
Es wird abzentrifugiert, mit Alkohol gewaschen und mit Ather getrocknet. 
Die Ausbeuten wechselten stark: aus 4 Liter Blut gewannen wir durch- 
schnitthich 5 bis 6g Histon. 


Asche. 


Presemet Bi. iss 1 ses + OX 
rk ek een oe pw 
Me ous: a cs whee « ee 


Die Stickstofj/verteilung der aschetreien Substanz ergibt folgendeUbersicht : 





Priiparat | Praparat II Praparat III Mittel wert 
Gesamt-N ...... 18,18 18,25 18,15 15,19 
Ammoniak-N ... . 5,11 5,12 5,37 5,20 
Melanin-N . . a 0,67 0,58 0,57 0.61 
Nicht-Basen-N : 
Amino-N ..... 45,05 45,69 45,53 45,42 
Nicht-Amino-N . . 4,46 4,70 4,77 4,64 
Basen-N: 
Arginin-N. .... 25,90 25,06 25,55 25,50 
Histidin-N. . . ‘ 0,74 2,08 1,62 1.48 
ee 17,18 17.51 16,92 17,20 
99,11 100,74 100,33 100,05 


Arginin. 


Prap. I: 0,1996 g Substanz: 0.0705 g Dixanthylharnstoff, 14,63 °, Arginin 
. Il: 0,1967 ¢ , 0,0700 ¢ cs 14,72 % ‘ 
Ill: 0.1015 ¢ ia 0,0408 g Flavianat 14,38 °, os 


Mittelwert: 14.58°, Arginin. 
Kohlenstoff-Wasserstoff (nach Friedrich). 


Prap. I: 3.837 mg Substanz: 2,766 mg H,O. 800°, H 
7,290 ,, CO,, 51,82% C 


II: 2,209 ,, fs 1,640 ., H,O, 8,24°% H 
4,210 ,, CO, 51.97% C 
» TIT: 5,039 ,, - 3.519 .. H,O, 7.81% H 


9,580 ., COs, 51,85%, C 
Mittelwert: H 8.02, C 51.88%. 
Schwefel. 
Praip. 1: 0.1033 ¢ Substanz: 0,0070 ¢ BaSO,, 0,93°) S 
. Il: O.1150¢ aa 0,0070 ¢ BaSO,. 0.84% S 
Mittelwert: O.88°, S. 
Tyrosin. 
Die Substanz wird in verdiinnter Schwefelsaéure gelést und in aliquoten 
Teilen der Tyrosingehalt nach Zuwerkalow ermittelt. 
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Die Nucleinsaure. 

Wir arbeiteten nach Feulgens Vorschrift (10) zur Gewinnung der 
Thymusnucleinséure. 50g¢ Kernmasse werden in 100cem Wasser suspendiert 
und im Wasserbad bei 606° mit I5cem 33 °,iger Natronlauge behandelt. 
Nach Zusatz von 10g Chlorammon in 20 cem siedendem Wasser wird mit 
Alkohol gefallt. Das getrocknete Rohprodukt wird 2 Tage mit Pankreatin- 
lésung verdaut, filtriert und aus dem eingeengten Filtrat die Nucleinsaure 
nach Zusatz von Natriumacetat mit Alkohol gefallt. Nach fiinfmaligem 
Umfallen blieben uns 9 g¢ Nucleinsaure, die jedoch immer noch die Biuret- 
reaktion gab. 

Phosphor. 
49% P 
35% P 


8,654 mg Substanz: 0.0446 ¢ Molybdat, 
8,913 ., - 0.0451 g 


Mittel aus diesen und zwei weiteren Analysen: 7,37 °, P. 


Stickstoff. 
6,680 mg Substanz: 6,03 cem n/l00 HCl, 12,749, N 
8,582 ,, a 7,97 ,. n/100 HCl, 13.01% N 
Mittel aus diesen und zwei weiteren Analysen: 12,94°, N. 
P:N 1: 1,76. 

Zum Nachweis der Basen wurde | g Nucleinsaéure mit 10 cem 5 °oiger 
Schwefelséure am Wasserbad bis zur Losung behandelt und sechlieBlich im 
EinschluBrohr 3 Stunden bei 135° gehalten. Aus dem Hydrolysat werden 
die Purine als Silbersulfatverbindungen abgeschieden, diese mit Salzsiaure 
zerlegt und aus den Chlorhydraten die Basen durch Ammoniak in Freiheit 
gesetzt. Zur Trennung wird mit heiBem Wasser ausgelaugt und filtriert. 
Das Guanin im Riickstand wird zur Analyse in das Sulfat tibergefiihrt. 


3.530 mg: 8.05cem n/l00 HCl, 31,94°, N, berechnet fiir 
(Cs;H,N,O),. H,SO,. 2 H,O: 32.11% N. 


Aus dem Filtrat wird das Adenin mit Pikrinsaéure abgeschieden und 
das Adeninpikrat durch Umbkristallisieren aus 20° iger Essigséure ge- 
reinigt. Die Ajeldahl-Bestimmung geschah nach Friedrich (14) nach vorher- 
gehender Reduktion mit Jodwasserstoffsdure. 

3.901 mg: 8.45 cem n/100 HCl, 30.349, N. berechnet fiir 

('5H,N; - CgH,N,O;: 30.77% N. 


Aus dem Filtrat der Purinbasen wird das Cytosin mit Phosphorwolfram- 
siure gefallt, der Niederschlag mit Baryt zerlegt und das Cytosin iiber die 
Silberverbindung als Pikrat abgeschieden. Da dessen Menge sehr gering 
war, verzichteten wir auf die Stickstoffbestimmung und begniigten uns 
mit der Aschenbestimmung des Platinsalzes. Das Pikrat wird in verdiinnter 
Salzsiiure suspendiert und durch Ausschiitteln mit Ather die Pikrinsiéure 
entfernt. Aus der salzsauren Loésung faJlt nach Zusatz von Platinchlor- 
wasserstoffsdure beim Einengen das Platinsalz aus. 


1,369 mg: 0,421 mg Pt, 30,75°, Pt, berechnet fiir 
(CyH,;N,0).H, Pt Cl,: 30,89 Pt. 
Aus dem Filtrat des Cytosins schlieBlich, wird die Phosphorwolfram- 
siure mit Baryt entfernt, die Lésung mit Schwefelséiure neutralisiert und 
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eingedampft. Durch Extraktion des Riickstandes mit heiBem Alkohol 


gewinnt man das Thymin und kristallisiert aus Wasser um. 
3,183 mg Substanz: 5,02cem n/l00 HCl, 22.099 N, berechnet fiir 
CsHgN2O,: 22.23% N. 


Zusammenfassung. 

Die Zellkerne der Hiihnererythrocyten und ihre beiden Kom- 
ponenten Histon und Nucleinséiure wurden naher untersucht. 

Zellkerne. Sie enthalten: 3,78 °% P, 16,.88°, N, P: N = 1: 4,47. Ihr 
Stickstoff verteilt sich auf folgende Fraktionen: Ammoniak-N: 13,50°,,, 
Melanin-N: 2,96°,, Basen-N: 40,90%, Nicht-Basen-N: 41,66°, 
Schwefel: 0,36°., Tryptophan: 0.84°,, Arginin: 8.05°,. Der Purin- 
gehalt von 3,97°,, Purin-N steht in Ubereinstimmung mit dem aus 
dem P-Gehalt der Kerne und der Leveneschen Formel fiir Thymus- 
nucleinséure errechneten Werte von 4,26°,. 

Histon. Zusammensetzung: 51,88°, C. 802°, H, 18,19°, N, 
0,88°, S. Stickstoffverteilung: Ammoniak-N 5,20°,,, Melanin-N 0.61°.,, 
Nicht-Basen-N 50,06°4; davon 45,42°, Amino-N und 4,64°, Nicht- 
Amino-N. Gesamt-Basen-N 44,18°,; davon Arginin-N 25,50°,, 
Histidin-N 1.48°,, Lysin-N 17,20°,, Tyrosin 5,26°%,. 

Nucleinsdure. Die Nucleinsiure der Erythrocytenkerne ist identisch 
mit Thymusnucleinsiure. Beide haben das gleiche Verhaltnis P: N 

1: 1,7. Beide enthalten die gleichen Basen: Adenin, Guanin, Cvtosin, 
Thymin. Beide geben die gleichen, fiir ihr Kohlenhydrat charakteristi- 
schen Farbreaktionen. 

Untersuchungen zur naheren Charakterisierung des Erythrocyten- 
histons sind im Gange. 


Literatur. 

1) Felix Hoppe-Seyler, Medizinisch-chemische Untersuchungen. Hirsch- 
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Die lyotrope Reihe bei der Quellung und ihre Ausbreitung auf 
organische, auch nicht ionisierende Substanzen'. 


VIII. Mitteilung: 
Einflu8 von Nitroverbindungen auf die Quellung von Stirke ( Kartoffelstirke), 


Von 


J. R. Katz, A. Weidinger und F. J. F. Musehter jr.. 
(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Amsterdam.) 
(Eingegangen am 28, Marz 1933.) 

Mit 2 Abbildungen im Text. 


1. Aliphatische Nitroverbindungen mit einer hydrophilen Gruppe. 

Drei Substanzen sind untersucht: Na-Nitroacetat, y-Nitropropyl- 
alkohol? und Nitroharnstoff. Sie wurden mit Na-Acetat, Propylalkohol 
und Harnstoff verglichen. Aus Abb. 1 ist der EinfluB dieser Substanzen 
auf die Verkleisterungstemperatur ersichtlich (wie immer in den Ab- 
handlungen dieser Reihe sind die Konzentrationen molar auf den 
Abszissen eingezeichnet worden). 

Wie man sieht, erhéht die Einfiihrung einer Nitrogruppe regel- 
maiBig die quellungsfordernde Wirkung. Es wirkt auch die ent- 
sprechende anorganische Verbindung, Na-Nitrit, quellungsfoérdernd 
(siehe gestrichelt in Abb. 1), so daB man an eine spezifische Wirkung 
denken kénnte. Der EinfluB der Nitrogruppe in aliphatischen Ver- 
bindungen laBt sich andererseits so beschreiben, daB dieselbe als hydro- 
phobe Gruppe wirkt, welche den hydrophoben Pol des Molekils ver- 
starkt, weil sie die Kettenliange vergréBert. Wir haben gestrichelt die 
Kurven derjenigen Substanzen zum Vergleich eingezeichnet, welche 
an Stelle der Nitrogruppe eine Methyl- oder Athylgruppe tragen (soweit 
dieselben uns zur Verfiigung standen). Es zeigt sich dann, daB die 
Nitrogruppe verschieden stark, etwa wie die Methyl- oder die Athyl- 
gruppe wirkt (oder noch starker). Es bleibt daher unentschieden, ob 


! VII. Abhandlung, diese Zeitschr. 261. 47, 1933. 
2 Selbst hergestellt nach L. Henry, Chem. Centralbl. 1897, II, 338. 
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wir der Nitrogruppe eine staérkere Adsorption an der zur Oberflache der C 
Starkemicelle zuschreiben miissen, oder ob dieselbe bloB durch Ver- ii 
lingerung der Kette wirkt. d 

Es zeigt sich ferner, daB der EinfluB der Nitrogruppe bei ionisierenden I 


und nichtionisierenden Verbindungen prinzipiell der gleiche ist. 
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quellungsférdernde Wirkung. Dah dieselbe bei p-Nitrobenzoat starker 
ist als bei der Orthoverbindung, steht in guter Chereinstimmung mit 
der Tatsache, daB das Kohlenwasserstoffgeriist im = erstgenannten 
Falle linger ist als im ‘zweitgenannten. 
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Abb. 2. Einflufis von aromatischen Nitroverbindungen. 
Elektrokapillare Versuche bei Nitroverbindungen mit einer hydro- 


philen Gruppe liegen leider noch nicht vor; auf diese Liicke in unseren 
Erfahrungen mag hier kurz hingewiesen werden. 








Die Bestimmung kleinster Jodmengen in organischem Material. 
Von 
Theodor Leipert. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 
(Eingegangen am 28. Mdrz 1933.) 


Mit | Abbildung im Text. 


Mit der Darstellung und Synthese des Thyroxins gelangte die 
Jodfrage in den Mittelpunkt physiologischen und klinischen Interesses. 
Eine Fille von Einzelbeobachtungen friiherer Jahre fanden ihre zwang- 
lose Erklarung durch eine einheitliche Betrachtung vom Standpunkt 
des Inkretproblems. Auch die analytische Chemie wandte sich der 
Jodfrage zu. Bahnbrechend waren die Arbeiten Fellenbergs (1). Die 
organische Substanz wird nach Alkalizusatz unter Vermeidung jeglichen 
Gliihens in offenen Schalen vorsichtig verascht. Durch Extraktion 
der Asche mit Alkohol wird das gebildete Jodid angereichert und schlieB- 
lich durch Winkler-Titration bestimmt. Wahrend sich die Methoden 
der Anreicherung und Titration durchaus bewahrten, barg die Art 
der Veraschung groBe Fehlerméglichkeiten in sich, die wiederholt 
kritisch erértert worden sind. Die zahlreichen spateren Verbesserungen 
der Methodik beschaftigen sich daher in erster Linie mit der Veraschung 
und hatten die Ausbildung zweier Grundmethoden zur Folge: Die 
trockene und die nasse Veraschung. 

Bei der trockenen Veraschung wird das organische Material im Sauerstoff- 
oder Luftstrom, eventuell unter Anwendung eines Platinkontaktes in 
geschlossener Apparatur verbrannt und das elementare Jod in alkalischer 
Vorlage absorbiert [ce Clendon (2), Fellenberg (3), Schwaibold (4), Reith (5), 
Baumann (6)]. Die Methode miiBte bei richtiger Ausfiihrung theoretische 
Werte liefern. Ihr Reagenzienverbrauch und damit die Gefahr der Jod- 
einschleppung ist gering. Sie ist jedoch zeitraubend und erfordert bei 
gréBerem Wassergehalt der Probe eine langere Vortrocknung. Pfeiffer (7) 
zerstért bei seiner nassen Verbrennung die organische Substanz mit kon- 
zentrierter heiBer Schwefelsiure und Perhydrol, setzt das Jod auf diese 
Weise elementar und als fliichtigen Jodwasserstoff in Freiheit und absorbiert 
in alkalischer Vorlage. Das Verfahren ist theoretisch nicht ganz iibersichtlich. 
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Zusatz jodfreier Kohlenstofftrager und Spuren schwefliger Saure, die sich 
wahrend des Prozesses bilden, miissen Nebenreaktionen Jodat bildung 

verhindern. Es scheint sich jedoch praktisch zu bewahren, wie die letzthin 
mitgeteilten Analysenergebnisse zeigen. Vorteilhaft ist die rasche Ausfiihrung 
der Veraschung, die auch Fliissigkeitsmengen bis 30 cem ohne Vortrocknung 


bewaltigt. 

Fast alle Verfahren geben betrachtliche Mengen Wasch- und Absorp- 
tionsfliissigkeit (300 bis 350 cem), die iiberdies selten absolut rein frei 
von organischen Resten zu sein scheinen. Stets ist es erforderlich, den 


alkoholischen Extrakt nach dem Verjagen des Alkohols noch vorsichtig 
zu erhitzen, um Spuren organischer Substanz zu zerstéren; dann wird 
mit Wasser aufgenommen und von Kohlenpartikelchen abfiltriert. Pfeiffer 
erhitzt am Asbestdrahtnetz, Baumann in geschlossener Apparatur mit 
Alkalivorlage. Doch schon Fellenberg (3) macht darauf aufmerksam: 

das spatere Erhitzen in der Platinschale zur Zerst6rung der letzten 
Spuren organischer Substanz bietet selbst bei groBer Ubung stets eine 
gewisse Gefahr.** Auch Reith (5) findet, daB bei relativ tiefen Temperaturen 
die Jodverluste um so gr6Rer sind, je weniger Pottasche gleichzeitig vor- 
handen ist. 

Im folgenden ist eine Methode beschrieben, die sowohl den An- 
spriichen der organischen Mikroelementaranalyse geniigt, als auch die 
Bestimmung kleinster Jodmengen in biologischem Material gestattet 

Prinzip. Die organische Substanz wird mit Chromschwefelsdure 
zerstért, wobei das Jod quantitativ in nichtfliichtige Jodsdure um- 
gewandelt wird. Durch Reduktion mit arseniger Saure wird elementares 
Jod frei, dieses in eine alkalische Vorlage tibergetrieben und darin 
der Jodgehalt in iiblicher Weise ermittelt. 

Die Chromsdureoxydation wurde bereits von Baubigny-Chavanne (8) 
zu einer Halogenbestimmung ausgearbeitet. Chromschwetelsadure allein 
oxydiert nicht quantitativ. Im Mittel wurden stets nur 98°, des organisch 
gebundenen Jods wicedergefunden. Die Oxydation verléuft quantitativ 
bei Anwesenheit von Silbersulfat als Katalysator. Doch gerade Silbersalze 
erwiesen sich fiir die vorliegende Methode als unbrauchbar, da das bei der 
nachfolgenden Reduktion entstehende Silberjodid unter keinen Umstéanden 
mehr Jod abgibt. Ausgezeichnet bewahrte sich das von Rappaport (9) 
vorgeschlagene Cerisulfat als Katalysator. 

Nach der Reduktion wird das Jod durch Wasserdampjfdestillation im 
Vakuum in die Vorlagen iibergetrieben. Das Verfahren setzt keine besondere 
Geschicklichkeit voraus, vereinigt in sich dagegen die Vorteile der Wasser- 
dampf- und Vakuumdestillation: Rasches Abdestillieren des freien Jods, 
daher kiirzeste Destillationszeit auch bei gréBeren Jodmengen und geringe 
Mengen Destillats. 

Das Reduktionsmittel muB in der stark schwefelsauren Lésung die 
iiberschiissige Chromséure und die Jodséure leicht reduzieren, ohne Jedoch 
das gebildete Jod weiter anzugreifen. Urspriinglich verwendete ich Oxal- 
siure (10) oder auch Ameisensaure, deren UberschuB durch die konzentrierte 
Schwefelséiure leicht beseitigt wurde. doch machte sich die tibermiabige 
Entwicklung von Kohlenoxyd und Kohlendioxyd st6érend bemerkbar, als 
ich zur Vakuumdestillation tiberging. SchlieSlich kamen Ferrosulfat und 
arsenige Sdure in die engere Wahl. Wahrend Ferrosulfat bei Vorversuchen 
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mit reinen Jodatlésungen konstant um | bis 2°, zu niedrige Werte lieferte, 
waren die mit arseniger Saure und verschiedensten Jodatmengen erhaltenen 
Werte vollkommen befriedigend. 

Apparatur'. Ein Destillationsapparat. wie ihn die Abbildung zeigt. 
A das VeraschungsgefaéB, ein Kjeldahl-Kolben mit Schliff in verschiedener 
GréBe, 100 com fiir Mikroelementaranalyse, 200 und 500 cem fiir biologisches 
Material. V, eine Vorlage 4¢m weit, in der das Kiihlerrohr mit einer Glas- 
filterplatte endigt. V, eine etwas kleinere Flasche derselben Art. Der 
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Abb. 1. 


verengte untere Teil umfaBt je 10cem. Ein Tropftrichter dient zur Zu- 
fiihrung des Reduktionsmittels. 7 ein T-Stiick, das in der skizzierten Weise 
mit dem DestillationsgefaB und dem Dampfentwickler D in Verbindung 
steht, einem Kolben, der mit Natronlauge schwach alkalisiertes Wasser 
enthalt. Die dritte Abzweigung fiihrt ins Freie und kann zur Durchspiilung 
des Apparates an eine Saugpumpe angeschlossen werden. H J, 17, 1/1, IV 
sind Quetschhéhne zur Regulierung des Dampfstromes und Vakuums. 
Ein Glasrohr K mut siebartig durchlécherter Kugel am unteren Ende, 
taucht zur Regelung des Uberdruckes in ein wassergefiilltes Becherglas und 
ist durch einen Schlauch mit dem Dampfentwickler in Verbindung. 
Reagenzien. Man verwende nur reinste Praparate, die auf Jodfreiheit 
gepriift wurden. Die folgenden Merckschen Priparate entsprachen den 
Anforderungen : 
I. Schwefelsdure p. a. 

Il. Chromsdure, reinst: 250 g werden in 150 cem jodfreiem Wasser gelést. 
leem enthalt ungefahr 1g Chromtrioxyd. Durch Mischen ent- 
sprechender Volumina dieser Lésung mit konzentrierter Schwefelséure 
bereitet man sich die nétige Chromschwefelsaure. 


1 Die Apparatur wurde von der Firma P. Haack, Wien LX, Garelligasse, 
angefertigt und ist in Osterreich gesetzlich geschiitzt. 
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Ill. Cerisulfat. 
IV. Arse ntrion yd, reinst. 
V. Gesattigte Pottaschelésung nach Fellenberg durch Schitteln mit Alkohol 


gereinigt. 

Zur Bereitung der arsenigsauren Lo6sung verdiinnt man 20 cem 
gesittigte Pottaschelésung zehnfach mit Wasser, erhitzt zum Sieden 
und tragt unter Umriihren 50 g Arsentrioxyd ein. Nach dem Erkalten 
filtriert man von einer geringen Menge ungelésten Trioxyds ab. 

Vi. Natriumh ydrow yd aus Natrium. 20 °oige Losung. 


Die Priifung auf Jodfreiheit geschieht in der iiblichen Weise durch 
Alkalischmachen mit Pottaschelésung, Eindampfen und Alkoholextraktion. 
Chromsaure wird mit schwefliger Saure reduziert, mit Pottasche alkalisch 
gemacht, vom Chromhydroxyd abfiltriert und das farblose Filtrat zur 
Alkoholextraktion eingedampft.  Sollte gelegentlich eine Reinigung der 
konzentrierten Schwetelsdure n6tig sein, dann versetzt man 1000 com 
davon in einem 2-Liter-Ajeldahl-Kolben mit 0,5 cem Chromsdurelésung, 
erhitzt im Olbad auf 120°, reduziert durch Zugabe von wenig mehr als det 
berechneten Menge Arsentrioxyd und saugt I Stunde lang einen durch 
alkalische Vorlagen gewaschenen Luftstrom hindurch. 


Jodbestimmung in definierten organischen Substanzen. 


Veraschung. Man wagt 3 bis 5mg Substanz (oder noch weniger, da 
es sich stets um recht betrachtliche Jodmengen handelt) in das 100 cem 
K6lbchen, setzt eine Messerspitze fein pulverisiertes Cerisulfat) zu und 
iibergieBt mit 20 bis 30 cem kalter Chromschwefelsaure (50 cem konzentrierte 
Schwefelsiure und 2cem Chromsaure), wobei man durch Umschwenken 
des Kolbens dafiir sorgt, daB die Substanz sofort von der Saéure benetzt 
wird. Oder man wagt die Substanz im Stanniolhiitchen und Jabt dieses 
in das kalte Sauregemisch fallen, dem vorher etwas Cerisulfat zugesetzt 
wurde. Unter maBigem Umschwenken erhitzt man 5 bis 10 Minuten iiber 
freier Flamme, bis die organische Substanz vollstandig verschwunden ist 
und das Auftreten von Sauerstoffblaschen die beginnende Zersetzung des 
Chromtrioxyds anzeigt. Man lait etwas erkalten, ktihlt vollends unter der 
Wasserleitung, verdiinnt vorsichtig mit etwas Wasser, wodurch das Auf- 
treten von Schweteltrioxyddimpfen wahrend der Destillation sicher ver- 
mieden wird und verbindet den Kolben mit der Apparatur. Zum Abdichten 
der Schliffe geniigen einige Tropfen Wasser. Inzwischen wurde der Dampt- 
entwickler angeheizt, Hahn I ist geschlossen, die Hahne III und IV ge- 
é6tfnet. Der Wasserdampf entweicht hier und durch das Kugelrohr A ins 
Freie. Nun gibt man in die Vorlagen je 2cem 20 %ig. Natronlauge, fiillt 
mit Wasser auf 10 cem auf und verbindet mit Kiihler und Wasserstrahl- 
pumpe. 

Die Destillation. Hahn II wird so weit geéffnet. daB die Luft lebhaft 
durch die Vorlagen durchperlt. Es ist durchaus nicht nétig, dal die Appa- 
ratur ganzlich evakuiert wird. Volles Vakuum hat oft unerwitinschtes 
Schaumen zur Folge. 50 bis 60mm geniigen. Darum sperrt man, sobald 
die Pumpe arbeitet, sofort Hahn IV und 6ffnet Hahn I so weit, dab im 
Kugelrohr AK eben noch kein Ansaugen stattfindet. Die Veraschungs- 
fliissigkeit geriit jetzt rasch ins Sieden, der Kondensationsring steigt im 
Kolbenhals hoch und wandert in den Kiihler hiniiber. Durch Drosselung 
von Hahn I und IIL verhindert man, dab dieser Ring die Kiihlermitte tiber- 
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schreitet. Der Kolbeninhalt kocht lebhaft, und nur gelegentlich perlen 
Luftblasen durch die Vorlagen. Jetzt erst setzt man die arsenige Saure 
durch den Tropttrichter zu (2 bis 3 Tropfen pro Sekunde). Wandert der 
Kondensationsring im Kihler weiter, so drosselt man die Dampfzuftuhr 
noch ein wenig. In den Vorlagen erscheinen kleine Kohlensaéureblaschen 
von der Zersetzung tiberschiissiger Pottasche herriihrend.  Sobald die 
Chromsaure reduziert ist, geht auf einmal das gesamte Jod iiber. Jodmengen 
von 1507 erkennt man noch gut an der voriibergehenden Gelbfarbung 
des Kondensationsringes. GréBere Jodmengen schwimmen in derben 
Schollen herab. Bei kleinsten Mengen setzt man so lange Reduktionsmittel 
zu, bis der Kolbeninhalt rein blaugriin geworden ist, ein Punkt, der ohne 
viel Ubung rasch erkannt wird. Ein UberschuB an arseniger Saéure schadet 
nicht, denn das Jod entweicht augenblicklich aus der Veraschungslésung ; 
darum ist auch langeres Destillieren unnétig. Bei gréBeren Jodmengen 
ist ein Durchspiilen des Kiihlrohres erforderlich. Man 6ffnet Hahn | soweit 
es der Uberdruck gestattet, wodurch sofort das Kiihlerrohr bis zar Filter- 
platte in der Vorlage hei®Blauft. Dadurch wird etwa vorhandenes festes 
Jod vergast und leicht vom Alkali gebunden. Nun drosselt man Hahn | 
kurz, laBt die Absorptionsfliissigkeit bis zum Kiihlermantel zuriicksteigen 
und driickt sie durch Offnen des Hahnes I wieder zuriick. Das nachrinnende 
Kondenswasser spiilt das Kiihlerrohr vollends aus. Ist so die Destillation 
beendet, dann 6ffnet man Hahn IV ins Freie und schlieBt Hahn II. Durch 
SchlieBen des Hahnes III dringt allmahlich Luft in die Apparatur. Jetzt 
entfernt man die beiden Vorlagen. 

Zur Reinigung verbindet man das vom T-Stiick herabhangende 
Schlauchende mit der Pumpe, saugt die Veraschungsfliissigkeit ab, bringt 
an das Kiihlerende eine Schale mit Wasser und saugt dieses durch die 
Apparatur hindurch. SchlieBlich lést man die Verbindung zur Pumpe, 
schlieBt Hahn [V, laBt wieder Dampf in die Apparatur treten und dampft 
griindlich aus, waihrend man die naéchste Substanz verascht. 


Jodbestimmung in biologischem Material. 


Veraschung. Material, das relativ widerstandsfahig ist, wird wie die 
Substanzen bei der Elementaranalyse mit konzentrierter Chromschwefel- 
siure verascht. Von Schilddriisenpulver wagt man 0,2 bis 0,5 g — von 
frischer Schilddriise entsprechend mehr — in den 200-cem-Kolben, setzt 
Cerisulfat zu und schlieBlich unter Umschwenken 50 cem Chromschwefel- 
saure (50ccm Schwefelsaure und 3 bis 5cem Chromsaure). 

Substanzen, die mit konzentrierter Saéure aéuBerst heftig reagieren, 
werden auf folgende Weise zerstért: Zu etwas Cerisulfat in einem 500-cem- 
Kolben bringt man das Untersuchungsmaterial, z. B. 10 bis 20 cem Vollblué 
oder 30 bis 50cem Milch ohne irgendwelche Vorbehandlung, setzt die 
erforderliche Menge wasseriger Chromsaurel6sung in einem Gu8 unter 
Umschwenken zu und kiihlt eventuell, falls sich der Kolbeninhalt iiber- 
maBig erhitzen sollte. 10cem Blut benédtigen 15 bis 18 cem, 50 cem Milch 
35 bis 40 cem Chromsaurelésung. Man stellt den Kolben auf einen Babo- 
trichter und ]aBt die erste, meist recht maBige Reaktion abflauen. Nun 
setzt man allmahlich unter Umschwenken 100 bis 150 ccm konzentrierte 
Schwefelséure zu. Der Zusatz der ersten Anteile mu8 auBerst vorsichtig 
geschehen. Das Veraschungsgemisch erwarmt sich stark und das tiber- 
schiissige Wasser verdampft zum Teil. Man wartet mit Jedem Zusatz, bis 
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die Reaktion etwas nachgelassen hat und mabigt sie durch gelegentliches 
Kiihlen. Wenn reichlich Chremsaure verwendet wurde. kommt es mit 
steigender Schwefelsaurekonzentration zu emer Abscheidung von Chrom- 
trioxvd. Ohne Riicksicht auf die roten Kristalle setzt man in gréBeren 
Portionen noch den Rest der Schwefelsaure zu. Bei biologischen Fliissig- 
keiten mit Kochsalzgehalt entweicht in dieser Phase reichlich Chlor. Man 
beendet die Reaktion durch kurzes Erhitzen am Babotrichter, wodurch 
einerseits das Chlor vollstandig ausgetrieben wird, andererseits aber auch 
der gréBte Teil tiberschiissiger Chromsaure unter Sauerstoffentwicklung 
zerfallt, so daB die Reduktion mit 20 bis 30 cem arseniger Saure durch- 
gefiihrt werden kann. Die Veraschungslésung ist griin geworden mit einem 
Stich ins Gelbliche. Der ganze Prozels dauert '5 bis 20 Minuten. 

Harn enthalt weniger organische Substanzen und reichlich Chloride. 
Man verwendet davon 20 bis 40 cem und LO cem wasseriger Chromsaure. 
Der Schwefelsaurezusatz kann in gréBeren Portionen erfolgen. 

Auch die Veraschung von Lebertran bietet keine Schwierigkeiten. 
In den 500-cem-Kolben bringt man Cerisulfat. 20° bis 40 cem = sirupose 
Phosphorsdure und 40 bis 50 cem Chromsaurelosung. 2 bis 3g Lebertran 
1aBt man in einem abgesprengten diinnwandigen Reagensglas in das Ver- 
aschungsgemisch gleiten und kihlt sofort unter dauerndem Schwenken 
unter der Wasserleitung. Die viskose Phosphorsiure sorgt fiir gleich- 
maBige Durchmischung des Trans mit der Veraschungslésung. Hat sich 
die Reaktion gemaBigt und ist der anfanglich entstandene feine Schaum 
wieder zerfallen, dann setzt man 100 cem konzentrierte Schwefelsaéure in 
geschilderten Weise zu und verfahrt wie oben. 

Die Reduktion und Destillation wird in bekannter Art durchgefihrt. 
ZweckmaBig stiitzt man den schweren Halbliterkolben durch Ring und 
Drahtnetz. 

Die Vorlagen beschickt man bei Untersuchung von jodreicherem 
Material (Schilddriisen, Lebertran), je nach dem erwarteten Jodgehalt, mit 
je 1 bis 2cem 20% ig. Natronlauge und ergéanzt das Volumen mit Wasser 
auf 10cem. Kleinste Jodmengen. die etwa durch Alkoholextraktion an- 
gereichert werden miissen, absorbiert man mit einer Fliissigkeit, die aut 
10cem Wasser 2 Tropfen bis 0.5ccem = gesattigte Pottaschelésung und 
2 Tropfen schwefliger Saéure enthalt. 


Die Jodbestimmung in der Absorptionsfliissizkeit. 


Bei richtig geleiteter Destillation erhalt man 50 bis 80 cem einer wasser- 
klaren Absorptions- und Spiilfliissigkeit. Thr Jodgehalt wird stets titri- 
metrisch ermittelt. Das geringe Volumen der Losung erlaubt folgende 
Moglichkeiten: 

1. Jodtitration in der Gesamtlésung. 

2. Titration in einem aliquoten Teil der Losung. 

3. Einengen der Lésung und Titration eines aliquoten Teiles. 

4. Einengen der Lésung aut 3 bis 5cem und Bestimmung des (re- 
samt jods. 

5. Verdampfung zur Trockne und Jodbestimmung im Alkoholextrakt. 

Nach 1. arbeitet man bei relativ grobem Jodgehalt (iiber 700 7), wie 
er sich bei der Elementaranalyse in der Regel findet. Die gesamte Ab 
sorptionsfliissigkeit bringt man in einen Erlenmeyer-Kolben, setzt einen 
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Tropten Methylorange zu, siuert mit verdiinnter Schwefelsiure schwach 
an, gibt 2ccem frisches Bromwasser dazu, senkt das mit durchlochter 
Kugel versehene Rohr A in den Kolben und treibt bei geschlossenem 
Hahn III einige Minuten lang einen lebhaften Wasserdampfstrom durch 
die Fliissigkeit. Nach dem Erkalten setzt man Kaliumjodid zu und titriert 
mit n/100 Thiosulfat. Die Resultate stehen der Verbrennung im Perlrohr (11) 
in nichts nach; die feuchte Veraschung liefert ein rascheres Ergebnis als 


die Verbrennung im Perlrohr. 





aliainias Einwage J gefunden J berechnet 
mg 0/,, 0, 
Dijoddiphenyl, Cy Hg Jz 4618 | 62,52 62,54 
Jodosobenzoesaure, C7;H,O0,3. . . 6,363 47,92 48.09 
Trithioformaldehyddijodid, Cs H,S,Js 6,073 64,64 64,75 


Die Methoden 2 bis 5 bewahren sich bei der Untersuchung biologischen 
Materials. Bei einem Jodgehalt von 100 y aufwarts wird auf 100 cem 
aufgefiillt und in 5 bis l0cem die Winkler-Titration durchgefiihrt. Bei 
kleineren Mengen, bis zu 25 y herab, wird auf 50 bis 25cem eingeengt und 
wiederum in 5 bis 10 cem der Jodgehalt ermittelt. 

Die Methoden 4 und 5 sind nur bei Verwendung von Pottasche als 
Absorptionsmittel brauchbar. Enthalten die beiden Vorlagen nicht mehr 
als je 2 Tropfen Pottaschelésung, dann wird auf 3 bis 5cem eingeengt 
Jodgehalt bestimmt. Bei gr6Beren Pottaschemengen ver- 
Jenaer Kristallisierschale zur Trockne, verreibt mit 
reichlich ab- 


und darin der 
dampft man in einer 
wenig Wasser zu einem diinnfliissigen Brei, itibergieBt mit 
solutem Alkohol und laBt einige Zeit stehen, bis die Salzmasse erhartet ist. 
Man gieBt den Alkohol in eine andere Schale tiber und prebt die letzten 
Reste desselben durch Verreiben der Kristallmasse mit wenigen Tropfen 
Wasser aus. Durch weiteren Wasserzusatz erhalt man einen diinntliissigen 
Brei, der wieder mit Alkohol ausgezogen wird. Nach dreimaliger Extraktion 
vereinigt man die alkoholischen Ausziige und dampft im Wasserbad zur 
Trockne. Der nun verbleibende Salzriickstand ist minimal. 

Zur Titration fiihrt man den Riickstand mit 3 bis 5cem Wasser in 
ein 20-cem-Erlenme yer-Kélbchen iiber und setzt eine Spur Methylorange 
und einen Tropfen schwefliger Saure zu. Ein Jodverlust mit der beim 
Ansiauern entweichenden Kohlensaiure wird so vermieden. Nun sdauert 
man mit verdiinnter Schwefelséure an 2 Tropfen mehr, als der Indikator- 
umschlag erfordert und oxydiert mit 3 bis 5 Tropfen frischen Brom- 
wassers. Nach Zugabe eines Bimssteinsplitters wird 4 Minuten gekocht, 
wobei man durch Wasserzusatz ein Einkochen des Volumens unter 2,5 cem 
verhindert. Man kiihlt unter der Leitung, setzt ein Kristallechen Kalium- 
jodid und einen Tropfen Starkelésung zu und titriert mit n/200 bis héchstens 
n/500 Thiosulfat aus einer Rehberg-Biirette. Zu beachten sind alle wieder- 
holt in der Literatur erérterten MaBregeln: Vergleich gegen reines Wasser 
vor einem weiBen Hintergrund, langsamer Thiosulfatzusatz gegen Ende der 
Titration usw. Der Faktor der Thiosulfatlésung wird durch Titration von 
5 y Jod in der geschilderten Weise bestimmt. 
die mit biologischem 


Nachstehende Tabelle bringt einige Werte, 


Material nach dieser 
teils als Dijodtyrosin (beim Schilddriisenpulver), 


Methode erhalten wurden. Der Jodzusatz geschah 
teils als Kaliumjodid. 
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: Jodzusatz Gesamtjod Titration 

Substanz Menge nach Methode 
Schilddriisenpulver . . O02¢ 517.0 2 
0.2¢ 519.0 2 
‘ 0.2¢ D168 2 
O02¢ 200 7169 2 
02¢ 8) 600.6 2 
Rinderblut. . . ... 20 eem 4.68 5 
ve 20 . 4.36 D 
as a = — 4.72 a) 
mw » 2 6,70 5 
. 20. 4 8,70) a) 
I fe sae cee, 40, 6,20 5 
40. 6.60 5 
40. 5 11,10 D 
Handelsmileh . . . . 50 , 9,0 5 
“ eae Ae 0 . 2 11,1 dD 
50 , 3 12.0 D 
Lebertran le 15,7 D 
a 2¢ - 27,8 3 
‘s 3g 44.7 3 
2 3¢ Y0 64.5 3 


Zusammenfassung. 


Es wurde eine Jodbestimmungsmethode beschrieben, die sich 
sowohl fiir Mikroelementaranalyse als auch fiir biologisches Material 
eignet. Die organische Substanz wird mit Chromschwefelsiure und 
Cerisulfat als Katalysator zerstért, wobei das Jod quantitativ in nicht- 
fliichtige Jodsdure umgewandelt wird. Die Jodsaiure wird durch arsenige 
Saure zu elementarem Jod reduziert, das durch Wasserdampfdestillation 
im Vakuum in eine alkalische Absorptionsfliissigkeit iibergetrieben 
wird. Der Jodgehalt der Absorptionslésung wird durch Winkler- 
Titration, eventuell nach vorheriger Anreicherung durch eine Alkohol- 
extraktion, bestimmt. 

Literatur. 

1) Th. v. Fellenberg, Sammelreterat in Mikrochem. 7, 242, 1929. 
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Uber die Bestimmung der Phosphorsiure mittels Oxin. 


Von 
K. Scharrer. 


(Aus dem Agrikulturchemischen Institut Weihenstephan der Technischen 
Hochschule Miinchen.) 


(Eingegangen am 29, Mdrz 1933.) 


Das 8-Oxychinolin (Oxin) wurde von F. Hahn (1) zuerst vorteilhaft 
zur Bestimmung von Aluminium verwendet (2). FuBend auf der durch 
G. Vortmann (3) gefundenen Tatsache, daB Phosphormolybdansaure mit 
Pyridin, Chinolin und Chinolinderivaten schwerlésliche Anlagerungs- 
verbindungen bildet, hat R. Berg (4) als basische Komponente das 
Oxin angewandt. Wie er in einem Vortrag auf der Naturforscher- 
versammlung in Hamburg mitteilte (4), enthalt der in salzsaurem Medium 
ausfallende Niederschlag drei 8-Oxychinolinmolekiile auf je ein Atom 
R. Berg léste den so gebildeten Niederschlag in Alkohol- 


Phosphor. 
In seinen Arbeiten 


Salzsiure und titrierte das Oxin bromometrisch. 
liber quantitative Bestimmungen mit Hilfe der Filtrationsmethode 
hat sich H. Th. Bucherer gemeinsam mit F. W. Meier (5) auch mit 
der Ermittlung der Phosphorsdure mittels der Filtrationsmethode be- 
schaftigt und dabei gefunden, daB das Oxin-Molybdatverfahren zu 
guten Ergebnissen fihrte. 

Da iiber die gravimetrische Bestimmung der Phosphorsaure mittels 
Oxin bisher keine niheren Angaben bzw. Vorschriften in der Literatur 
vorliegen, wurde im nachstehenden versucht, die Eigenschaft der 
Phosphorsiure, mit Ammonmolybdat und Oxychinolin eine Fallung 
zu geben, zu einer brauchbaren, gewichtsanalytischen Methode aus- 
zubauen, die womdglich auch erlaubt, die Phosphorsiure auf diese 
Weise in agrikulturchemischen und biochemischen Materialien zu 


ermitteln. 
Zunichst war es notwendig, den durch Ammonmolybdat und 


Oxin erhaltenen Niederschlag auf seine Zusammensetzung bzw. seinen 
Gehalt an Phosphorsaure zu _ priifen. 
Dies geschah in der Weise, daB gr6éBere Mengen des orangefarbenen 


Oxin-Phosphor-Molybdinsaéureniederschlags hergestellt und bei 
zur Gewichtskonstanz getrocknet wurden. Der Niederschlag wurde nach 


105° bis 
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Neumann (6) und Worner(7) mit einem Gemisch von konz. H,SO, 
und konz. HNO, bis zur Zerstérung der organischen Substanz behandelt 
und dann nach Verdampfen bzw. Abrauchen der iiberschiissigen Saure 
die Phosphorséure nach v. Lorenz (8) bestimmt. Tabelle [| gibt) einen 
Auszug der erhaltenen Resultate wieder. 


Tabelle I. 
Phosphorsaureg ehalt des Oxin-Phosphor-Molybdansaéiurenieder- 


scehlags. 





¥ Lorenz- , > —- Lorenz- ‘ . 
Einwage Niederschlag o P20; Finwage Niederschlag P205 
1.0460 0,9728 3.064 0,6258 0.5896 3,057 
1,0511 0.9778 3.065 0.9757 0.9068 3.062 
1.0276 0.9566 3,067 0.8458 0.7860 3.062 
1,0280 0.9552 3.062 


Als Durchschnittszahl fiir den P,O;-Gehalt des Oxin-Phosphor- 
Molybdansiéureniederschlags ist somit 3,063°, gefunden worden. 
Das groBe Molekiil des Niederschlags und sein geringer Phosphorsaure- 
gehalt geben die Gewiahr fiir genaue Bestimmungen auch bei An- 
wesenheit sehr kleiner Mengen Phosphorsiure. Auch spéater nach 
Erreichung einer Methode zur exakten quantitativen Abscheidung der 
Phosphorsaure mittels des Oxin-Phosphor-Molybdansaureniederschlags 
wurde immer wieder bei Nachpriifung des P,O;-Gehaltes der erhaltenen 
Fallung die angegebene Zahl erhalten. 

Die weiterhin angestellten Versuche setzten sich zum Ziele, Menge 
und Konzentration der zugefiihrten Salzsiure- und Oxinlésung solange 
zu variieren, bis optimale Resultate erzielt wurden. Als Ausgangs- 
substanzen dienten hierzu Lésungen Merckscher pro analysi-Praparate, 
die stets auch nach Methode v. Lorenz analysiert worden waren. Auf 
Grund zahlreicher Versuche stellte sich heraus, daB nach folgender 
Arbeitsvorschrift die besten Ergebnisse erzielt wurden. 

Die zu untersuchende neutrale bis héchstens schwach saure arsentreie ! 
Phosphatlésung, die ungefahr 0,01 g P,O; enthalten soll. wird in einem 
Becherglas auf 100 ccm verdiinnt. Hierauf wird aut 70° erwarmt und aus 
einer Biirette 30cem des Fallungsreagens zuflieBen gelassen. Der sofort 
sich abscheidende orangefarbene Niederschlag von Oxin-Phosphor-Molybdat 
wird mindestens 12 Stunden absitzen gelassen und dann durch einen Gooch - 
Tiegel filtriert. Der Niederschlag wird mit méglichst wenig (10 bis 12 cem 
werden bei einiger Ubung auch geniigen, um die Reste des Niederschlags aus 
dem Becherglas auf das Filter zu bringen) | °,ig. AmmonnitratlOsung aus- 
gewaschen. Der Niederschlag wird im Trockenschrank bei 105° mindestens 
4 Stunden getrocknet und gewogen. Durch nochmaliges Trocknen tiberzeugt 


' Da Arsen, wie Versuche gezeigt haben, ebenfalls mit Ammon- 
molybdat und Oxin Fallungen ergibt, darf bei der Bestimmung der Phosphor- 
séure nach der Oxinmethode Arsen in der Lésung nicht vorhanden sein 
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man sich, ob tatsachlich Gewichtskonstanz erreicht worden ist. Das Gewicht 
des Niederschlags, mit 0,03063 multipliziert, ergibt die Menge P,Os. 

Das Fallungsreagens wird bereitet durch Vermischen von 42 cem HC! 
vom spezifischen Gewicht 1,19, 42cem 10° ig. Ammonmolybdatlosung 
und 16cem salzsaurer Oxinlésung. 100 c¢em dieser Oxinlésung werden so 
hergestellt, daB man 5g kéiufliches Oxin mit 5cem HCl vom spezifischen 
Gewicht 1,19 versetzt und auf 100 cem auffiillt. Das Oxin wird von der 
Firma Vanillin-Fabrik G.m. b. H., Hamburg-Billbrook, erzeugt und kann 
von dort bezogen werden. 

Um zuverlissige Resultate zu erhalten, ist folgendes genau zu 
beachten. 

Die zu untersuchende Lésung darf auf keinen Fall mehr als 0,01 ¢ P.O; 
in 100 ccm enthalten. Die Lésung soll méglichst neutral reagieren und darf 
héchstens ganz schwach sauer sein. Uberschiissige Saure ist durch Ver- 
dampfung bzw. Abrauchen zu vertreiben bzw. gegebenenfalls durch Neutrali- 
sation unschadlich zu machen. Das Fallungsreagens muB genau die oben 
geschilderte Zusammensetzung haben, besonders auch hinsichtlich seines 
Gehaltes an Salzsiure. Bei einem gr6Reren Gehalt an Salzsdure ist die 
Gefahr des Ausfallens von Molybdansaure gegeben, bei einem geringeren 
Gehalt Fallung eventuell vorhandener Kieselsdure méglich. |Besonders 
ist ferner darauf zu achten, daB auf keinen Fall der filtrierte Niederschlag 
mit mehr als 10 bis 12 cem 1 %jig. Ammonnitratlésung ausgewaschen wird. 

Bei pro analysi-Praparaten der Firma E£. Merck-Darmstadt wurden 
nach der geschilderten Methode die Ergebnisse der Tabelle [I erhalten. 


Tabelle Il. 


Analyse reiner Phosphate. 





Methode 


Verwendete Substanzen von Lorenz bas og a 
o P20; 2\'5 2 
Na,HPO,.12H,O. . . . 19,94 19,82 19,83 
ee 5 i ee 40,63 40,65 40,75 
(NH,),HPO,...... 53,45 53.48 53,56 
2 60,88 60,82 — 


Um den EinfluB der Kieselsiure auf die Bestimmung der Phosphor- 
sdure nach der Oxinmethode festzustellen, wurden einer Phosphat- 
lésung von bekanntem Gehalt steigende Mengen Kieselsiure in Form 
von Natriumsilikat zugesetzt und jeweilig der Gehalt an Phosphorsaure 
mittels Oxin ermittelt. 

Tabelle ITI. 


EinfluB der Kieselsiure auf die Fallung der Phosphorsaure. 








Gefundene °%/9 der vor- Gefundene °/,) der vor- 
mg P.O; mg Si0, Menge handenen |[mgP.0O; mg SiO, Menge handenen 
mg P,0; P205-Menge | mg P,0; P.O5-Menge 
9,75 _ 9,75 100,0 9,75 20,9 9,90 101,5 
9,75 2.5 9,77 199.2 9,75 30,0 9,94 102,0 
9,75 5,0 9,84 100,9 9,75 40,0 19,00 102.6 
9,75 10,0 9,85 101,3 9,75 50,0 10,82 111,0 
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Die erhaltenen Werte sind in Tabelle III eingetragen. Aus diesen 
Zahlen ist zu entnehmen, daB selbst die Anwesenheit einer Kiesel- 
siuremenge, die ein Vierfaches der vorhandenen Phosphorsaure betragt, 
die Ergebnisse der Oxinfaillung nur ganz wenig beeinfluBt. Erst noch 
héhere Kieselsduremengen erhéhen die Ergebnisse der Phosphor- 
siureanalyse in einer Weise, daB die Resultate unbrauchbar werden. 
Bei solchen Mengen von Kieselsiure ist es daher notwendig, diese vor 
Fallung der Phosphorsiure in bekannter Weise abzuscheiden. 

In Tabelle IV sind die Untersuchungen einiger Ernteprodukte 
wiedergegeben. 

Diese wurden nach Newmann-Worner mit einem Gemisch von konz. 
H,SO, und HNO, aufgeschlossen und der UberschuB von Salpeter-Schwefel- 
siure abgedampft bzw. abgeraucht. 


Tabelle IV. 


Analyse pflanzlicher Substanzen. 





, Methede Oxinmethode 
Pflanzenart Diingungsart von season O' Pas 

Buchweizen Grunddingung 0,42 0.44 
Grunddiingung + Thomasmeh| 0,73 0.65 
Grunddiingung + Obolensandstein 0.63 0.60 
Sommerroggen Grunddiingung 0,29 0,31 
Grunddiingung + Thomasmeh] 0,36 0,37 
Grunddingung + Obolensandstein 0,30 0,28 
Hafer Grunddingung 0,43 0,41 
Grunddiingung + Thomasmeh] 0.45 0.45 
Grunddiingung + Obolensandstein 0,50 0,50 
Sommergersten- Ungedingt O16 O17 
stroh Grunddiingung 0,23 0,23 
40°, Kalisalz 0,21 0,22 
50°) Kalisalz O18 019 
K, SO, 0,22 0,22 
Kainit O17 0,16 
Gerstenkorner Ungediingt 1.14 1.25 
Grunddiingung 1.17 1.34 
40°/) Kalisalz 1,15 1,27 
59°), Kalisalz 1,18 1,31 
KySO, 1,18 1,37 
Kainit 1,06 1,12 


Tabelle V_ bringt einige Analysenzahlen von Untersuchungen 
an Béden. 


Alle Bé6den wurden durch Behandeln mit Konigswasser, Abscheiden det 
Kieselséure usw. auf ihren Gehalt an Gesamtphosphorsaure untersucht (9). 
Bei zwei Béden gelangte auch die Menge der in 1 ©, ig. Citronensé&ure 
léslichen Phosphorséiure nach dem Verfahren von Lemmermann-Fresenius 
zur Bestimmung (10). 
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Tabelle V. 


Analyse von Bodenproben. 





Citronensdurelisliche 























Gesamt - Phospborséure Phosphorsiure 
Bodenproben 
von Lorenz | Oxinmethode —onTreng _ OXinmethode 
%>, PoOs 0 *2™5 0, P05 0 £205 
Lehmboden von Unter- 
gartelshausen ‘ 0,072 0,084 
Hohenbockaer Quarz- 
Sy ce og 0,001 0,001 
Miocansand y. Weihen- 
a ee 0,055 0,059 
Quarzsand von Plein- 
feld “fe 0,009 0,010 
Boden aus Portugal 0,540 0,528 0,213 0,204 
Basaltboden aus der 
Rhon . oie ee 0,408 0,398 0,026 0,031 
Boden aus Franken 0,084 0,090 
Boden aus Grétzingen . 0,127 0,125 
Boden aus Pettenbrunn 0,108 0,105 


In Tabelle VI sind Phosphorséureuntersuchungen in Diingemitteln 
verzeichnet. 

Es wurden die citronenséaurelésliche, citratlésliche und wasserlésliche 
Phosphorsaure nach den iiblichen Verfahren ermittelt (11) und die jJeweilige 
Form der Phosphorsaure einerseits nach der Methode von Lorenz, anderer- 
seits nach dem Oxinverfahren bestimmt. 


Tabelle VI. 


Analyse von Diingemitteln. 











Citronensdurelisliche Citratliésliche Wasserlisliche 
Phosphorsiure Phosphorsaéure Phosphorsaure 
wengeeien Methode | Oxin- | Methode Oxin- | Methode —_Oxin- 
von Lorenz! methode von Lorenz methode von Lorenz methode 
Oy P2Os | % PoO5) % P2035 % PoOs % P2O5 % 5 P2Os 
Superphosphat 19,18 19,14 — — 18,70 18,65 
Rhenaniaphosphat 30,70 30,50 29,18 29,32 — — 
Thomasmehl 17,32 17,26 3,49 3,58 _— — 
Nitrophoska I . 12,22 12,12 — 12,08 12,07 
Nitrophoska II 11,96 11,87 _ _ 11,66 11,62 
Nitrophoska III . . 14,81 14,66 _ -— 13,81 13,90 
Am-Sup-Ka.... — — _ _— 9.52 9,46 
Zusammenfassung. 


Es wurde ein Verfahren zur gravimetrischen Bestimmung der 
Phosphorsaure mit Hilfe von Oxin und Ammonmolybdat ausgearbeitet. 
Infolge des groBen Fallungsmolekiils und der geringen Menge Phosphor- 
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siure im Niederschlag eignet sich die Methode insbesondere dort aus- 
gezeichnet, woes sich um die Ermittlung geringer Mengen von Phosphor- 
siure handelt. 
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1) F. Hahn, Chem.-Ztg. 50, 754, 1926; Zeitschr. f. angew. Chem. 
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Berichtigung 
zu der Arbeit von D. Michlin u. W. Rubel, diese Zeitschr. 260, 121, 1933. 


Auf 8S. 128 muB die Literaturangabe 12) heiBen: 
Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 39, 732 statt Chem. Centralbl. 39, 732. 


Berichtigung 


zur Abhandlung: Zur Kenntnis der Naturseiden und ihres Verhaltens gegen 
Sauren und Basen. Von C. Trogus und K. Hess. 
In der Mitteilung! ist durch ein Versehen eine sinnentstellende Ver- 
wechslung von Abb. la und Abb. 2 erfolgt, was hierdurch ausdriicklich 
richtiggestellt wird. 


1 Diese Zeitschr. 260, 376, 1933. 
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